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Resumen 
El paclitaxel (Taxol®) es un potente inhibidor de la replicación de células eucariotas, su 
actividad farmacológica está determinada por su habilidad para unirse a los microtúbulos, 
detener el ciclo celular e inducir apoptosis. Con frecuencia se usa para el tatamiento del 
cáncer de pulmón y otros tumores sólidos, sin embargo su efectividad se ve limitada 
debido a que muchos de estos tumores desarrollan resistencia. Está ampliamente 
demostrado que el pulmón es un órgano metabólicante activo, en el que se expresan 
citocromos P450. Se ha descrito también que la presencia de estas enzimas en células 
tumorales puede tener un efecto negativo sobre la quimioterapia, dado que pueden 
inactivar fármacos. Soportados en esto y considerando que el paclitaxel es metabolizado 
por los citocromos CYP2C8 y CYP3A4 a formas menos activas, se cuantificó su nivel de 
expresión en líneas celulares de diferente origen tumoral pulmonar, se generaron 
modelos de resistencia adquirida al fármaco y se determinó su influencia en el desarrollo 
de fenotipo resistente a paclitaxel. Adicionalmente, se realizó un análisis descriptivo para 
evaluar la distribución de las formas polimórficas CYP2C8 *2, CYP2C8*3 y CYP2C8 *4 
del gen CYP2C8 en muestras de pacientes con cáncer de pulmón y voluntarios sanos de 
la población colombiana, teniendo en cuenta que estas variantes son los que más se han 
asociado con alteraciones en la actividad funcional de este citocromo. En ensayos 
complentarios, se evaluó la expresión de los genes POR y MDR-1. Los resultados del 
análisis genético mostraron que después del alelo silvestre (CYP2C8*1)(72%), el alelo 
CYP2C8*3 es el más frecuente en muestras de voluntarios sanos (18%), en los 
pacientes con cancer de pulmón el alelo silvestre también fue el mas frecuente (85%), 
sin embargo, la distribución para las variantes *2, *3 y *4 mostró diferencias con respecto 
a lo observado en las muestras de volunatarios sanos. Los resultados del análisis 
funcional sugieren que todas las líneas celulares tienen una expresión basal del gen 
POR, solo algunas expresan los genes CYP2C8 y MDR-1 y ninguna expresa el gen 
CYP3A4. En los modelos de resistencia se observó una clara sobreexpresión del gen 
MDR-1. La inducción de la expresión del CYP2C8 en estos modelos fue más modesta. 
 
Palabras Clave: CYP2C8, Cáncer de pulmón, paclitaxel, Quimioresistencia, Líneas 
celulares. 
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Abstract 
Paclitaxel (Taxol®) is a potent inhibitor of eukaryotic cell replication, its pharmacological 
action is mediated by its ability to bind and stabilize microtubule structure causing cell 
cycle arrest and ultimately leading to apoptosis. Paclitaxel is commonly used to treat lung 
cancer and other solid tumors. However, its effectiveness is often limited because many 
tumors develop paclitaxel resistance. It has also been demonstrated that lung is a 
metabolically active organ and cytochromes P450 are expressed in this organ. The 
presence of functionally active cytochrome P450 (P450) enzymes in tumor cells has been 
associated with a negative effect on chemotherapy-mediated cell death due to P450-
mediated metabolism of anti-cancer drugs. Due to the fact that that paclitaxel is 
metabolized by cytochromes CYP2C8 and CYP3A4 to less cytotoxic metabolites, we 
analyzed the expression of these P450s in a panel of lung cancer cell lines. We also 
generated a cellular model of acquired resistance to paclitaxel and examined its influence 
on the development of paclitaxel-resistant phenotype. Additionally, we evaluated the 
distribution of alleles CYP2C8 *2, CYP2C8*3 and CYP2C8 *4 of CYP2C8 gen in samples 
from lung cancer patients and healthy volunteers of Colombian population, considering 
that this forms have been associated with alterations in the CYP2C8 function. In 
complementary assay we analyzed the expression of POR and MDR-1 genes. The 
results of genetic analysis showed that after of wild type allele (CYP2C8*1)(72%), 
CYP2C8*3 allele is the most frequent in healthy volunteers (18%), in lung cancer patients 
the wild type allele was also the most frequent (85%), however, the distribution for *2, *3 
and*4 alleles changed in lung cancer patients. The results of functional analysis showed 
that all cell expressed POR gen, some cells expressed CYP2C8 and MDR-1 genes and 
not one expressed CYP3A4 gen. In resistant models we observed a clear overexpression 
of MDR-1 gen. Induction of CYP2C8 in this models was modest. 
 
 
Key Words: CYP2C8, Lung Cancer, Paclitaxel, Chemoresistance, Cell Lines. 
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NSCLC: Cáncer de pulmón de célula no pequeña. “Non-small Cell Lung Cancer”  
Pb:  Pares de bases 
PBS:  Buffer Fosfato Salino 
P-gp:  P-glicoproteína 
PPAR:  Receptor activado por proliferadores de peroxisoma 
PTX:  Paclitaxel 
PXR:  Receptor X de Pregnano 
REL:  Retículo endoplásmico liso 
Rx:  Reacción 
RXR:  Receptor X Retinoico  
SCLC:  Cáncer de pulmón de célula pequeña “Small - Cell Lung Cancer” 
SFB:  Suero Fetal Bovino 
SNPs:  Polimorfismos en un solo nucleótido  “Single-Nucleotide Polymorphisms” 
TBE:    Tris/Borato/EDTA. 
URF:  Unidades Relativas de Fluorescencia 
XRE:  Elemento de Respuesta a Xenobióticos 
 Introducción 
Aunque se ha propuesto que la mayoría de los tumores pueden surgir a partir de una 
única célula precursora, en realidad un tumor es una colección de células genéticamente 
diferentes, que como resultado de la acumulación de múltiples cambios en su genoma, 
adquieren un fenotipo maligno que favorece su proliferación descontrolada (Verma & 
Mehta, 2007; Hanahan & Weinberg, 2011). En numerosos casos, esta diversidad 
genética lleva a que en un tumor puedan existir dos grupos de células: unas sensibles a 
la quimioterapia que mueren cuando se exponen a los fármacos, u otras resistentes que 
sobreviven, se multiplican y favorecen el desarrollo de tumores que no responden a los 
tratamientos antitumorales (Verma & Mehta, 2007).  
La resistencia a fármacos antitumorales puede presentarse al momento del diagnóstico 
(resistencia innata) o desarrollarse después de la terapia antitumoral (resistencia 
adquirida), y puede aplicar para un solo fármaco o para un grupo de fármacos con el 
mismo mecanismo de acción (Chang, 2011). En general, este es un fenómeno de 
múltiples facetas y con diversas manifestaciones clínicas que requiere ser entendido 
desde los mecanismos moleculares asociados a su desarrollo y evolución 
La selección de clones quimioresistentes a partir de líneas celulares expuestas a 
concentraciones crecientes de fármacos antineoplásicos ha hecho posible la 
identificación de un importante número de alteraciones y/o mecanismos asociados a la 
quimioresistencia (Giaccone & Pinedo, 1996). El aumento en la expulsión o eflujo del 
fármaco que resulta de la sobreexpresión de los transportadores ABC, mutaciones en 
genes que codifican para las dianas terapéuticas, alteraciones en los niveles de 
expresión de proteínas anti/proapoptóticas y dianas farmacológicas, son algunos de los 
mecanismos mejor descritos (Işeri et al., 2009). Incrementos en la reparación de daños 
causados por los fármacos, disminución en la formación de complejos fármaco-diana, 
disminución en las tasas de bioactivación e incrementos en la detoxificación, son otro tipo 
de alteraciones asociadas al desarrollo de quimioresistencia (Giaccone & Pinedo, 1996).  
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Las enzimas citocromo P450 tienen un rol central en el metabolismo oxidativo de un 
amplio rango de compuestos endógenos y exógenos y se ha indicado que pueden 
influenciar la respuesta de tumores frente a fármacos antitumorales a través de la 
activación o inactivación de los mismos. También se ha visto que esta respuesta en 
términos de citotoxicidad (activación) o resistencia (inactivación) puede estar 
condicionada a la actividad y tipo de isoformas CYP450 presentes en las células 
tumorales. Cabe notar que este último planteamiento fue cuestionado hace algunos años, 
pues se reportaba que los tumores no expresaban enzimas CYP450, sin embargo ya 
está ampliamente demostrado que estas enzimas se expresan en tumores e influyen 
sobre la respuesta frente a los fármacos antitumorales a nivel local (Chang, 2008; Hasler 
et al., 1999; McFadyen et al., 2001).  
Otros aspectos que también han generado controversia son los niveles de expresión y 
funcionalidad de enzimas CYP450 en líneas celulares de origen tumoral humano. Al 
respecto, algunos trabajos reportan que en cultivos de células tumorales la expresión de 
enzimas CYP450 se pierde afectándose su capacidad para metabolizar fármacos u otros 
xenobióticos (Michael & Doherty, 2005; Donato & Boobis, 2002). Sin embargo, otros 
demuestran que la expresión, inducción y actividad catalítica de estas enzimas puede ser 
cuantificable en líneas celulares de diferente origen tumoral (Yu et al., 2001; Tokizane et 
al., 2005; Nagai et al., 2002; Castell, 2005; Habano et al., 2011; Stanley et al., 1992). 
El paclitaxel (Taxol®) es un potente inhibidor de la replicación de células eucariotas, su 
actividad farmacológica está determinada por la habilidad para unirse a los microtúbulos, 
detener el ciclo celular e inducir apoptosis (Ling et al., 2004). Sin embargo, su efectividad 
frecuentemente se ve limitada debido a que muchos tumores desarrollan resistencia 
producto de la sobreexpresión del gen MDR1, alteraciones en genes -tubulina y -
tubulina (diana terapéutica del paclitaxel) (Martello et al., 2003) y/o por la desregulación 
de proteínas que participan en la promoción de la proliferación celular y la apoptosis 
(Sudo et al., 2004). 
Teniendo en cuenta que el paclitaxel es metabolizado por los citocromos CYP2C8 y 
CYP3A4 a formas menos activas (Nakajima et al., 2006; Rahman et al., 1994), que en 
tejido normal y tumoral pulmonar se ha detectado la expresión del CYP2C8 (Leclerc et 
al., 2010; Raunio et al., 1999) y que en trabajos previos se han hecho aproximaciones de 
la influencia de los citocromos sobre el desarrollo de quimioresistencia empleando líneas 
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celulares (Yao et al., 2000; García-Martín et al., 2006), en este trabajo se quiso evaluar si 
cambios en la expresión basal de estos citocromos, el gen MDR-1 (frecuentemente 
alterado en modelos resistencia) y el gen POR (fundamental para la actividad catalítica 
de los citocromos) podrían estar asociados con el desarrollo de resistencia en líneas 
celulares de cáncer de pulmón. 
Adicional a estos estudios, se realizó un análisis descriptivo para evaluar la distribución 
de las formas polimórficas CYP2C8*2, CYP2C8*3 y CYP2C8*4 del gen CYP2C8 en 
población colombiana. Este análisis se propuso teniendo en cuenta que para nuestra 
población son escasos los estudios de genotipificación para este gen. No hay estudios en 
muestras de pacientes colombianos con cáncer de pulmón y tampoco sobre líneas 
celulares. La conexión con la primera parte del trabajo está soportada con resultados de 
estudios in vitro que muestran que el metabolismo del paclitaxel cambia cuando se 
expresan estas variantes, llevando a una variación en la respuesta frente a este fármaco.   
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OBJETIVOS 
 
Objetivo General 
 
Establecer si la presencia de polimorfismos o el nivel de expresión del gen CYP2C8 
influyen sobre la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón. 
 
Objetivos Específicos 
 
1. Establecer la distribución de formas polimórficas del gen CYP2C8 en muestras de 
voluntarios sanos y muestras de pacientes cáncer pulmonar en población colombiana 
de la ciudad de Bogotá. 
 
2. Evaluar y comparar el nivel de expresión basal del gen CYP2C8 en líneas tumorales 
y fibroblastos normales de pulmón. 
 
3. Evaluar la influencia de la expresión del gen CYP2C8 sobre la respuesta al paclitaxel 
en al menos una línea celular de cáncer de pulmón. 
 
4. Determinar la influencia del gen CYP2C8 sobre la respuesta a paclitaxel en un 
modelo de resistencia adquirida en cáncer de pulmón. 
 
  
 
1. Marco Teórico 
1.1 Cáncer de Pulmón 
El cáncer de pulmón se consideró como una enfermedad rara hasta finales del siglo XIX, 
para 1898 solo 140 casos de esta patología se documentaron en la literatura médica,sin 
embargo, un aumento en el consumo de cigarrillo y cambios en los estilos de vida, han 
llevado a que esta neoplasia se encuentre entre las más frecuentes y mortales del mundo 
(Zöchbauer-Müller et al., 2002; Imyanitov et al., 2005). Anualmente un millón de nuevos 
casos son diagnosticados a nivel mundial y tan sólo entre el 5-15% de los pacientes 
sobreviven 5 años después del primer diagnóstico (Hirsch et al., 2003). Factores como su 
detección en estadios metastásicos avanzados, la ausencia de una neoplasia localizada 
susceptible de tratamiento al momento del diagnóstico y el desarrollo de 
quimioresistencia, hacen que esta patología tenga una de las tasas más bajas de 
sobrevida (Mulshine & Smith, 2002; Park et al., 2005). Para Colombia no existe un 
registro preciso y actualizado de la incidencia y mortalidad por esta enfermedad, sin 
embargo, un documento publicado en el 2010 muestra que después del cáncer de 
estómago, el cáncer de pulmón es la neoplasia que más muertes causa en Colombia. 
Por género se ubicó como la tercera causa de muerte por cáncer en hombres y la cuarta 
en mujeres, con una relación hombre: mujer de 1,8 (Piñeros et al., 2010). 
1.1.1 Clasificación Histopatológica 
De acuerdo con lo publicado por la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer 
de pulmón puede clasificarse en dos tipos principales: Carcinoma de célula pequeña 
(microcítico) y carcinoma de célula no pequeña (no microcítico o broncogénico) (Travis et 
al., 2011). 
 Carcinoma de célula pequeña (SCLC) 
Comprende el 20% de los casos de cáncer de pulmón, es una de las variantes más 
agresivas, con frecuencia se diagnostica en estados metastásicos y su relación con el 
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hábito de fumar está claramente demostrada. Sus células se caracterizan porque la 
mayoría expresan marcadores de diferenciación neuroendocrina, crecen rápidamente y 
algunas son particularmente sensibles a la terapia, aunque otras reaparecen en forma de 
clones quimioresistentes (Sekido et al., 2003; Franklin et al., 2010; Pore et al., 2013). 
 Carcinoma de célula no pequeña (NSCLC) 
Comprende el 80 % de los casos, puede originarse desde células epiteliales de pulmón e 
incluye tres importantes subtipos histológicos: adenocarcinoma, carcinoma escamoso o 
epidermoide y carcinoma anaplásico de célula grande (Sekido et al., 2003; Franklin et al., 
2010). 
Adenocarcinoma: es un tipo histológico muy heterogéneo, se localiza hacia la periferia 
del pulmón, se caracteriza porque sus células tienden a generar metástasis en etapas 
tempranas, presentar una diferenciación de tipo glandular, papilar y por la capacidad para 
sintetizar mucina. Comprende el 40% de los casos de cáncer de pulmón y con frecuencia 
se asocia al hábito de fumar, aunque también es frecuente en no fumadores, 
especialmente entre las mujeres (Franklin et al., 2010). 
Carcinoma escamoso o epidermoide: representa el 30% de los casos de cáncer de 
pulmón, surge desde el epitelio bronquial escamoso y puede localizarse a nivel central o 
hacia la periferia. Es un tumor fuertemente asociado al humo del tabaco, de crecimiento 
lento y limitado poder metastásico (Franklin et al., 2010). 
Carcinoma de célula grande, es un tipo histológico pobremente diferenciado, que se 
diagnostica después que las características de diferenciación escamosa, glandular o 
neuroneocrina han sido descartadas. Es un tumor extremadamente agresivo, sus células 
tienden a crecer rápidamente y hacer metástasis en etapas tempranas de la enfermedad. 
Comprende el 9% de los tumores pulmonares e incluye varios subtipos agrupados 
acorde con su histopatología y propiedades inmunohistoquímicas (Pardo et al., 2009; 
Franklin et al., 2010). 
1.1.2 Bases Genéticas y Moleculares del  Cáncer de Pulmón 
Los tumores pulmonares reúnen todos los criterios y características de un crecimiento 
neoplásico. Al igual que cualquier otro tumor, en éstos también ocurre un proceso de 
transformación que lleva a que sus células adquieran una autosuficiencia frente a las 
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señales de crecimiento, se muestren insensibles ante las señales antiproliferativas, 
evadan la apoptosis, presenten un ilimitado potencial replicativo, una inestabilidad 
genómica, y que además desarrollen la capacidad para inducir angiogénesis, invadir 
otros tejidos y/o hacer metástasis (Hanahan & Weinberg, 2011). 
 
Se ha descrito que para que las células normales del pulmón adquieran este fenotipo 
tumoral y muestren las características de un crecimiento neoplásico, es necesario la 
acumulación progresiva de múltiples alteraciones moleculares que conducen a la 
desregulación de vías que controlan la transducción de señales, el ciclo celular, la 
reparación de ADN, la diferenciación y la apoptosis (Sánchez-Céspedes, 2009). 
 
Numerosos estudios sugieren que más de 20 diferentes alteraciones genéticas y 
epigenéticas se acumulan durante la patogénesis del cáncer pulmonar. Sin embargo 
todas convergen en la activación de oncogenes y la inactivación de genes supresores. La 
activación de oncogenes puede darse a través de mutaciones, translocaciones 
cromosómicas o eventos de amplificación génica. La inactivación de genes supresores 
de tumores puede presentarse por mutaciones en el gen, deleciones o por la 
hipermetilación de promotores (Panov, 2005). 
 
Dentro del grupo de oncogenes que se han visto alterados en cáncer de pulmón se 
encuentran BRAF, ALK, CTNNB1, CMET, EGFR, ERBB2, KRAS, NRAS, PIK3CA y los 
miembros de la familia MYC (MYC, MYCN y MYCL); y dentro de los genes supresores de 
tumores se han reportado los genes APC, CDKN2A, PTEN, ATM, RB, TP53, NF1, NF2, 
SMAD4. LKB1 y BRG1, (Panov, 2005; Sánchez-Céspedes, 2009). 
1.1.3 Manejo Terapéutico 
Al igual que otros tipos de cáncer, el de origen pulmonar se puede tratar con cirugía, 
radioterapia, quimioterapia o la combinación de las anteriores. La elección del esquema 
de tratamiento depende básicamente del estado clínico del paciente y/o las 
características del tumor (tamaño, localización, tipo histológico, etc.) (Chang, 2011; Le 
Floch et al., 2012). 
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La cirugía y la radioterapia son frecuentemente empleadas para tratar etapas tempranas 
de la enfermedad (estadios I y II). La quimioterapia por lo general se emplea para 
controlar tumores en etapas más avanzadas (estadios III y IV) (Park et al., 2005; Jones et 
al., 2012). 
 
Los esquemas quimioterapéuticos frecuentemente incluyen combinaciones de fármacos 
basados en platinos, taxanos, antimetabolitos o alcaloides de la vinca. El estándar de 
tratamiento actual para cáncer de pulmón de célula no pequeña (NSCLC), se soporta en 
la combinación de algún platino (cisplatino o carboplatino) con paclitaxel, gemcitabina, 
vinorelbina o docetaxel (Castro et al., 2010). Duplas que incluyen irinotecán o 
pemetrexed también han sido sugeridas para el manejo quimioterapéutico de este tipo 
histológico (Waxman, 2008; Rossi et al., 2009).  
 
Cabe notar que el uso de terapia dirigida también ha cobrado gran importancia durante 
los últimos años. Inhibidores del factor de crecimiento epidermal (EGFR) tales como el 
erlotinib, gefitinib y cetuximab han mostrado tener una importante actividad clínica en 
pacientes con NSCLC (Heymach et al., 2006). Al igual que bevacizumab (inhibidor de la 
angiogénesis) y crizotinib (inhibidor de la función del oncogen ALK), dos fármacos 
recientemente aprobados para el tratamiento del cáncer pulmonar (Cagle & Chirieac, 
2012). 
 
La selección de la combinación de fármacos se ha discutido ampliamente, sin embargo 
por varios años y hasta el presente, un alto porcentaje de centros oncológicos prefieren 
la dupleta carboplatino - pacliaxel o cisplatino – paclitaxel como primera opción para 
tratar pacientes con NSCLC (Castro et al., 2010; Sariman et al., 2012). 
 
La monoterapia con paclitaxel también ha sido empleada para tratar pacientes con 
cáncer de pulmón, sin embargo las tasas de respuesta son relativamente bajas (30 al 
56%), si se compara con la respuesta observada en cáncer de seno (21 al 86%) o cáncer 
de ovario (20 al 65%) (Marchetti et al., 2002). Por otro lado, resultados de metaanálisis 
en los que se compara las tasas de respuesta de la monoterapia vs la terapia combinada, 
sugieren que la respuesta mejora si se usan terapias combinadas (Belani & Langer, 
2002; Waxman, 2008; Castro et al., 2010) 
Marco Teórico 9
 
1.2 Paclitaxel - TAXOL® 
1.2.1 Estructura 
El paclitaxel (853.90 g/mol) es un importante fármaco de la familia de taxanos, presenta 
una estructura química compleja, compuesta por un tetraciclo de 17 carbonos 
polisustituido con varios grupos metilo, varias funciones oxigenadas y una cadena lateral 
con una amina secundaria (Fig 1-1). Es un compuesto altamente lipofílico y de pobre 
solubilidad al agua. Entra a la célula a través de difusión pasiva, pero puede ser 
fácilmente expulsado por la proteína MDR-1/ P-glicoproteína u otras proteínas 
transportadoras tales como la MRP2 y MRP7 (Hendrikx et al., 2012). 
 
Figura 1-1. Estructura química del Paclitaxel (C47H51NO14) 
 
1.2.2 Mecanismo de Acción 
El paclitaxel es uno de los agentes antineoplásicos más activos para el tratamiento del 
cáncer. Pruebas clínicas demuestran que este fármaco, puede controlar el crecimiento 
tumoral en pacientes con cáncer de ovario, seno, cabeza y cuello, así como cáncer de 
pulmón. Sin embargo, también se ha visto que su efectividad puede disminuirse debido a 
que las células tumorales adquieren resistencia (Ling et al., 2004). 
Resultados de estudios in vitro sugieren que la actividad citotóxica más potente de este 
fármaco se ejerce a través de su interacción con la subunidad -tubulina al interior del 
microtúbulo (Fig 1-2). Esta unión, la cual es altamente específica, induce un cambio 
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conformacional en la proteína que favorece un incremento en la afinidad por otras 
moléculas de tubulina, permite que se estabilice la superficie de los microtúbulos, se 
altere la dinámica microtubular y se afecten varias funciones a nivel celular, 
especialmente en la interface y durante la fase M del ciclo celular (Marchetti et al., 2002; 
Jordan & Wilson, 2004). 
 
Figura 1-2. Mecanismo de Acción Paclitaxel. Modificado de Jordan & Wilson, 2004 
 
Los microtúbulos representan una parte fundamental del citoesqueleto de células 
eucariotas. Además de su papel en la formación del uso mitótico durante la división 
celular, también están involucrados en el mantenimiento de la forma celular, la motilidad, 
la transmisión de señales y el transporte intracelular (Torres & Horwitz, 1998; Marchetti et 
al., 2002). Hoy se sabe, que para que estas estructuras puedan cumplir sus funciones, es 
necesario un riguroso control en los procesos de polimerización y despolimerización, y 
que cuando estos procesos se alteran, como resultado de su interacción con el paclitaxel, 
se activan múltiples eventos que conducen a que la célula tumoral detenga el ciclo 
celular, inhiba su proliferación y muera por apoptosis o por necrosis (Jordan & Wilson, 
2004). 
Las bases moleculares de la interacción entre el paclitaxel y los microtúbulos han sido 
ampliamente estudiadas y al respecto varios estudios coinciden en afirmar que el 
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fármaco se une reversiblemente a los polímeros de tubulina en una relación 
estequiométrica de aproximadamente 1 mol de paclitaxel / mol de tubulina (Parness & 
Horwitz, 1981; Jordan & Wilson, 2004). Otros estudios sugieren que aunque la máxima 
actividad del fármaco se observa bajo esta condición, en concentraciones 
subestequiométricas también se inducen alteraciones sobre los procesos de 
polimerización y despolimerización que gobiernan la dinámica microtubular (Derry et al., 
1995). 
En términos generales se ha descrito que el paclitaxel altera la estructura y función de los 
microtúbulos dependiendo de la concentración del fármaco. En concentraciones del 
orden nanomolar (<200nM), el paclitaxel estabiliza los microtúbulos e inhibe la dinámica 
microtubular, causando un bloqueo en la fase M del ciclo celular, específicamente en la 
transición metafase/anafase (Jordan et al., 1996; Yvon et al., 1999; Wang et al., 2000). 
En concentraciones más altas (0,2 – 30 M), el fármaco incrementa la polimerización, 
masa y número de microtúbulos y provoca un bloqueo en la fase G2/M (Torres & Horwitz, 
1998). En contraste, un trabajo publicado por Yeung y colaboradores sugiere que el 
paclitaxel en concentraciones del orden micromolar (5-25 M), detiene el ciclo celular 
pero en fase S, y que el bloqueo de la fase G2/M ocurre en concentraciones <200nM, 
específicamente entre 10 y 100 nM de paclitaxel (Yeung et al., 1999). 
Las rutas moleculares o vías de señalización que se activan tras la exposición al 
paclitaxel, que bloquean la progresión del ciclo celular y llevan a que se afecte la 
viabilidad celular, no son del todo claras. Lo que se ha descrito es que varían entre tipos 
de células y que evidentemente se activan de acuerdo a la concentración del fármaco 
(Torres & Horwitz, 1998; Yeung et al., 1999; Ling et al., 2004; Pushkarev et al., 2004).  
En general, se ha visto que el paclitaxel puede activar rutas de señalización que 
conducen a que la célula muera por apoptosis o por necrosis (Yeung et al., 1999; Liao & 
Lieu, 2005). Estudios más recientes sugieren que el fármaco también puede inducir otra 
forma de muerte celular conocida como paraptosis, la cual se activa en concentraciones 
mayores a 70 M y se caracteriza porque las células no exhiben las características 
bioquímicas y morfológicas de la apoptosis, sino que muestran una extensa 
vacuolización citoplasmática, producto de un hinchamiento progresivo de la mitocondria y 
el retículo endoplásmico (Chen et al., 2008; Sun et al., 2010).  
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La muerte por apoptosis puede darse a través de diferentes mecanismos, algunos de 
estos se activan en concentraciones altas de paclitaxel, otros a concentraciones bajas y 
en ocasiones pueden ser dependientes o independientes del bloqueo de la fase M del 
ciclo celular (arresto mitótico) (Wang et al., 2000). La apoptosis que ocurre en altas 
concentraciones (0,2 -30 M) usualmente se asocia a un daño masivo en los 
microtúbulos y es independiente al arresto mitótico. Se induce a través de cambios en los 
perfiles de expresión génica y por la activación de JNK, Raf-1, ciclinas dependientes de 
kinasas y caspasas (Wang et al., 2000; Pushkarev et al., 2004). (Fig 1-3). Se ha sugerido 
que las principales caspasas envueltas en esta forma de apoptosis son la 8, 9 y la 
caspasa 3: algunos estudios reportan la activación de las caspasas 6, 7 y en menor 
frecuencia la caspasa 2 (Pushkarev et al., 2004). Otras proteínas involucradas en la 
inducción de apoptosis por altas concentraciones de paclitaxel pueden ser revisadas en 
el trabajo publicado por Moos & Fitzpatrick (1998)(Moos & Fitzpatrick, 1998). 
 
 
 
Figura 1-3. Posibles eventos que conducen a apoptosis en células tratadas con 
paclitaxel en altas concentraciones. Tomado de (Wang et al., 2000)  
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La apoptosis inducida por bajas concentraciones de paclitaxel está estrechamente 
relacionada con las alteraciones en la dinámica microtubular y puede ser dependiente o 
independiente al arresto mitótico (Torres & Horwitz, 1998). La apoptosis que se asocia al 
arresto mitótico ocurre debido a que el paclitaxel estabiliza los microtúbulos (Ling et al., 
2004), altera la formación normal del huso mitótico e impide que las cromátidas 
hermanas se separen correctamente. Este evento activa un punto de control en el ciclo 
celular que bloquea la transición metafase/anafase, provoca el arresto en la fase M y 
dispara una serie de señales que finalmente llevan a la muerte celular (Gascoigne and 
Taylor, 2009). En muy bajas concentraciones de paclitaxel (3 – 6 nM) el punto de control 
de la fase M falla, las células evaden el bloqueo y experimentan una mitosis aberrante 
que genera células multinucleadas – tetraploides (Long & Fairchild, 1994). Las células 
con un p53 funcional rápidamente sufren apoptosis pues la proteína detecta los cambios 
en el contenido de ADN (tetraploidia) e inducen efectores de rutas apoptogénicas. En 
aquellas células multinucleadas con un p53 mutante el ciclo celular puede continuar, sin 
embargo, después de varios días las células pueden morir por apoptosis (Jordan et al., 
1996; Wang et al., 2000; Giannakakou et al., 2001; Dziadyk et al., 2004) Teniendo en 
cuenta esto, se ha sugerido que la apoptosis sin arresto en la fase M puede estar 
asociada a la inducción de p53 y p21 (Giannakakou et al., 2001). 
La muerte celular por necrosis se ha observado sólo en altas concentraciones (rangos 
del orden micromolar), se ha relacionado con bloqueos en la fase S del ciclo celular 
(Yeung et al., 1999; Liao & Lieu, 2005) y se ha sugerido que podría estar principalmente 
asociada con daños a nivel mitocondrial (Pushkarev et al., 2004). Esta última hipótesis 
está respaldada por estudios que demuestran que el paclitaxel en este rango de 
concentraciones causa una rápida liberación de Ca2+ mitocondrial y una pérdida en su 
potencial de membrana (Pushkarev et al., 2004). Otros estudios indican que el fármaco 
induce la liberación de citocromo c, incrementa la tasa de respiración y la producción de 
especies reactivas de oxígeno en la mitocondria (Carre et al., 2002). 
1.2.3 Metabolismo del Paclitaxel  
Estudios in vitro demuestran que las enzimas CYP2C8 y CYP3A4 metabolizan el 
paclitaxel a tres metabolitos principales: 6-hidroxipaclitaxel (6-OH-PTX); p-hidroxi-fenil-
C3’-paclitaxel (3’-p-OH-PTX) y 6-C3’-p-dihidroxipaclitaxel (diOH-PTX) (Fig 1-4).  
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Figura 1-4. Estructura Química del Paclitaxel y sus metabolitos. Modificado de 
(Sonnichsen et al., 1995) 
 
Figura 1-5. Rutas metabólicas para paclitaxel: Paclitaxel (PTX); 3’-p-hidroxipaclitaxel (3’-
p-OH-PTX); 6-hidroxipaclitaxel (6-OH-PTX); dihidroxipaclitaxel (diOH-PTX). Modificado 
de (Nakajima et al., 2006) 
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La enzima CYP2C8 es la responsable de metabolizar el paclitaxel a 6-OH-PTX y de 
transformar el metabolito 3’-p-OH-PTX a diOH-PTX. La enzima CYP3A4 transforma el 
paclitaxel a 3’-p-OH-PTX y usa como sustrato el metabolito 6-OH-PTX para 
metabolizarlo a diOH-PTX (Fig 1-5). En términos de actividad anticáncer los tres 
metabolitos han mostrado ser menos activos que su precursor. En términos de 
concentración, se ha visto que los niveles de los tres metabolitos pueden variar entre 
diferentes muestras, no obstante, la mayoría de reportes coinciden en que el principal 
metabolito del paclitaxel en el hombre es el 6-OH-PTX, el cual es 30 veces menos 
activo en cultivos de líneas celulares de origen tumoral humano (Rahman et al., 1994; 
Sonnichsen et al., 1995; Nakajima et al., 2006). 
1.3 Quimioresistencia 
La quimioresistencia es uno de los principales problemas para el tratamiento exitoso del 
cáncer y es un fenómeno que afecta a un importante número de pacientes (Giaccone & 
Pinedo, 1996). Su aparición ha sido ampliamente documentada y explicada desde 
diferentes aproximaciones. En términos generales, la heterogeneidad genética que 
caracteriza a las células tumorales determina, por qué dentro de un mismo tumor algunas 
células mueren cuando se exponen a un fármaco, mientras que otras, sobreviven y 
proliferan formando tumores quimioresistentes (Rehemtulla, 2012; Turner & Reis-Filho, 
2012). 
Dentro de esta heterogeneidad genética, sobresalen una serie de alteraciones que se 
han relacionado claramente con la aparición de quimioresistencia (Saunders et al., 2012). 
Entre las alteraciones más frecuentes y mejor descritas se encuentran (i) La inducción de 
proteínas trasportadoras de fármacos, (ii) La activación de enzimas reparadoras del ADN, 
(iii) Cambios en el metabolismo de fármacos (iv) Amplificación o mutación de dianas 
terapéuticas y (v) Cambios en las rutas que regulan la apoptosis y la supervivencia 
celular (Saunders et al., 2012). Con frecuencia, varias de estas alteraciones aparecen de 
manera simultánea en un tumor e interactúan entre sí (Robert et al., 2004). 
Dependiendo de la fase del tratamiento en la que aparece la resistencia, esta puede 
clasificarse como resistencia intrínseca o como resistencia adquirida. La resistencia 
intrínseca o de novo, se presenta en fases iniciales del tratamiento y hace referencia a un 
estado en el cual el tumor muestra poca sensibilidad o es insensible al agente 
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quimioterapéutico, sin haber tenido una previa exposición al fármaco (Goldie, 2001). La 
resistencia adquirida se presenta después de una respuesta primaria y se refiere a los 
procesos por los cuales un tumor que originalmente fue sensible a un tratamiento, deja 
de serlo y progresa dando origen a clones resistentes al fármaco con el que se inició la 
terapia y/o a otros fármacos con una estructura y mecanismo de acción diferentes 
(Goldie, 2001; Turner & Reis-Filho, 2012). 
No es claro si existen diferencias entre los mecanismos que regulan la aparición de estos 
dos tipos de quimioresistencia, sin embargo estudios en los que comparan células con 
resistencia intrínseca y con resistencia adquirida, coinciden en afirmar que en los dos 
fenotipos es habitual encontrar el mismo tipo de alteraciones (Goldie, 2001). 
1.3.1 Quimioresistencia en Cáncer de Pulmón 
El principal problema de la quimioterapia en cáncer de pulmón es que con mucha 
frecuencia las células tumorales muestran una resistencia intrínseca a los fármacos 
antineoplásicos o la adquieren después de los primeros ciclos de tratamiento (ŠKarda et 
al., 2008). En la práctica clínica es común encontrar que los pacientes con NSCLC 
muestren una resistencia intrínseca a los diferentes esquemas quimioterapéuticos y que 
los pacientes con SCLC sean sensibles en etapas iniciales y luego recaigan mostrando 
un fenotipo multiresistente (ŠKarda et al., 2009). 
Estudios sobre líneas celulares y muestras clínicas de origen tumoral pulmonar han 
demostrado que los mecanismos que gobiernan la aparición del fenotipo quimioresistente 
en cáncer de pulmón son comparables a los de cualquier otro tipo de cáncer (Verma & 
Mehta, 2007).  
En términos generales una célula tumoral pulmonar puede presentar alteraciones que 
limitan la respuesta frente a la terapia convencional (platinos, taxanos, antimetabolitos o 
alcaloides de la vinca), frente la terapia dirigida (gefitinib, erlotinib, bevacizumab y 
crizotinib) o frente a la terapia combinada (resistencia a múltiples fármacos), siendo esto 
último, lo que con mayor frecuencia ocurre. 
Una de las alteraciones más importantes y mejor descritas, es la expresión constitutiva o 
inducida de proteínas de resistencia a múltiples fármacos, (MDR del ingles multidrug 
resistance). Para cáncer de pulmón y especialmente para NSCLC, se ha reportado la 
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sobreexpresión de las proteínas: i) MDR-1 o P-glicoproteína ii) MRP-1, iii) BCRP. y iv) 
LRP (Danesi et al., 2003; van der Deen et al., 2005; Roy et al., 2007) 
Las proteínas MDR-1, MRP-1, BCRP son importantes miembros de la superfamilia ABC, 
y se encargan de transportar a través de la membrana celular una amplia variedad de 
compuestos endógenos y exógenos (incluidos fármacos antineoplásicos) (Van der Deen 
et al., 2005; Huang, 2007). Su expresión se ha relacionado con quimioresistencia debido 
a que estas proteínas expulsan los fármacos desde el interior de célula, alterando su 
concentración intracelular y por ende su actividad farmacológica (Cascorbi, 2006).  
Los fármacos que son reconocidos o transportados por estas proteínas pueden variar. 
Estudios in vitro demuestran que las proteínas MDR-1 y MRP-1 pueden reconocer 
antraciclinas, taxanos, platinos, vinca alcaloides e inhibidores de topoisomerasas (Chang, 
2011). Los sustratos para la proteína BCRP son más específicos e incluyen la 
doxorubicina, el mitoxantrone e inhibidores de la topoisomerasa I (Huang, 2007) .  
La proteína LRP no hace parte de la superfamilia ABC, sin embargo cumple un papel 
importante en el transporte bidireccional de sustancias entre el núcleo y el citoplasma 
(Leclerc et al., 2011). Su desregulación en cáncer de pulmón se ha asociado 
principalmente con resistencia a cisplatino (Giaccone & Pinedo, 1996; Leclerc et al., 
2011). 
Otras alteraciones asociadas a la quimioresistencia en cáncer de pulmón incluyen 
modificaciones en los blancos terapéuticos (Giaccone, 2002; Sève et al., 2010). Estudios 
clínicos y sobre líneas celulares demuestran que mutaciones y cambios en los niveles de 
expresión del gen EGFR limitan la respuesta frente a erlotinib, gefitinib y cetuximab 
(Dempke et al., 2010)(Paez et al., 2004). Otros estudios sugieren que cambios en los 
niveles de expresión del gen de la -tubulina podrían disminuir la sensibilidad frente a 
fármacos que alteran la dinámica microtubular  (Rosell et al., 2002). 
Desordenes en el metabolismo de fármacos también se han asociado a la aparición del 
fenotipo quimioresistente. Cambios en la expresión y función de la enzima Glutation-S-
transfera , es una de las alteraciones mejor descritas (ŠKarda et al., 2008). Estudios 
clínicos y sobre líneas celulares demuestran que la sobreexpresión de la enzima, 
provoca un incremento en las tasas de detoxificación de fármacos (cisplatino y el 
carboplatino) disminuyendo su actividad citotóxica (Nakagawa et al., 1988). 
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Estas y otras alteraciones pueden ser revisados más ampliamente en (ŠKarda et al., 
2008; Shanker et al., 2010; Stewart, 2010; Chang, 2011) 
1.3.2 Resistencia a Paclitaxel  
Estudios sobre líneas celulares de diferente origen tumoral han sugerido que la 
resistencia a paclitaxel puede darse a través de tres mecanismos principales: i) 
incremento del eflujo del fármaco producto de la sobreexpresión del gen MDR-1 (ver 
adelante) (Sakaeda, 2005; Hendrikx et al., 2012; Melguizo et al., 2012) u otros 
transportadores de membrana (Oguri et al., 2008). ii) alteración en la diana terapéutica, 
bien sea por la sobreexpresión de isotipos de tubulina (-tubulina tipo III) (Kavallaris et 
al., 1997)(Sève et al., 2010) o por mutaciones en los genes que codifican para la -
tubulina y -tubulina (Giannakakou et al., 1997; Monzó et al., 1999). iii) y/o por la 
desregulación de proteínas que participan en la promoción de la proliferación celular y la 
apoptosis, principalmente, por la sobreexpresión de Bcl-2 y Bcl-XL (proteínas 
antiapoptóticas) (Sudo et al., 2004), inhibición de la expresión de Bax (proteína 
proapotótica)(Strobel et al., 1996) y la disminución de la actividad de caspasas 
(Panvichian et al., 1998; Ajabnoor et al., 2012). 
Otros mecanismos menos frecuentes, pero que también han sido relacionados con la 
resistencia a paclitaxel incluyen la sobreexpresión de GBP1, Tau y CYP2C8. i) GBP1 es 
una GTPasa activada por interferones que participa en la regulación de la proliferación de 
células endoteliales y en angiogénesis; relación de su sobreexpresión y la resistencia a 
paclitaxel no es del todo clara, aunque está siendo explorada (Duan et al., 2006) ii) Tau, 
es una proteína miembro de la familia MAP (Proteínas Asociadas a Microtúbulos), que se 
une a la -tubulina en el mismo sitio de unión del paclitaxel, impidiendo la acción del 
fármaco (Rouzier et al., 2005; Smoter & BoADNr, 2011). iii) CYP2C8 es el principal 
responsable del metabolismo del paclitaxel su sobreexpresión se ha relacionado con una 
disminución de la forma activa del fármaco (García-Martín et al., 2006). 
1.4 MDR-1/ P-glicoproteína  
La MDR-1 o P-glicoproteína (P-gp), es un importante miembro de la superfamilia de 
proteínas transportadores ABC (ATP-Binding Cassette), tiene una masa de 170 kDa y 
está constituida por una secuencia de 1280 aminoácidos organizados en 12 dominios 
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transmembranales que convergen para formar un poro o canal de doce lados a través del 
cual sustratos hidrofóbicos efluyen activamente (Sakaeda, 2005; Breier et al., 2013). La 
proteína tiene además dos dominios citoplasmáticos en donde se ubican dos sitios de 
unión al ATP. Estos dominios son altamente conservados en los diferentes miembros de 
las proteínas ABC y son fundamentales para su función (Breier et al., 2013). La 
estructura de esta proteína también se caracteriza porque los extremos C-terminal y N-
terminal se encuentran en el citoplasma y porque en su primer loop extracelular se 
ubican tres sitios para glicosilación (Fig 1-6) (Sharom, 2008). 
 
 
 
Figura 1-6. Modelo Bidimensional proteína MDR-1. Modificado de (Sharom, 2008) 
 
En humanos se han identificado dos isoformas para P-gp, una es codificada por el gen 
MDR-1 o ABCB1 y la otra por el gen MDR-2/3 o ABCB4 (Lechapt-Zalcman et al., 1997). 
Ambos genes se ubican en cromosoma 7 (7q21.1) y están constituidos por 28 exones 
(Balram et al., 2003; Taheri et al., 2010). El producto del gen MDR-1 es el único que se 
asocia a la aparición de quimioresistencia. El producto del gen MDR-2/3 se ha 
relacionado más con el transporte de la fosfatidilcolina a través de la membrana celular 
(Gottesman, 2002).  
Estudios de mutaciones para el gen MDR-1 sugieren que alteraciones en las regiones 
que codifican para los sitios de unión al ATP y para algunos dominios transmembranales, 
llevan a que la proteína cambie su afinidad por el sustrato y/o suprima su función 
(Schwab et al., 2003; Sharom, 2008). 
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Por estudios de funcionalidad se ha demostrado que la P-gp es una proteína 
especializada en el transporte celular dependiente de energía (ATP). En términos 
generales, esta proteína actúa como una bomba de expulsión que altera la concentración 
intracelular de un amplio rango de sustratos. Estos sustratos usualmente incluyen 
compuestos endógenos o compuestos exógenos. En este último grupo, se encuentran 
algunos fármacos empleados para el tratamiento de afecciones cardíacas, inhibidores de 
HIV proteasas, inmunosupresores, antagonistas del receptor -adrenérgico, antraciclinas, 
vinca alcaloides, taxanos (incluido el paclitaxel), epipodofilotoxinas y otros fármacos 
antineoplásicos aprobados recientemente para el tratamiento del cáncer (imatinib, 
nilotinib, everolimus) (Schwab et al., 2003; Nobili et al., 2011) 
Estudios recientes también confirman que además del transporte celular, la P-gp puede 
estar involucrada en la regulación de la distribución hormonal, en la regulación de la 
diferenciación celular, proliferación, respuesta inmune y muerte celular programada 
(Breier et al., 2013) 
Por muchos años se había pensado que la proteína se expresaba exclusivamente en 
células tumorales, sin embargo a mediados de los 90s, se demostró que esta proteína 
tiene una amplia distribución tisular (Cordon et al., 1990; Dean et al., 2001). Hoy se sabe 
que células endoteliales de capilares cerebrales y testículo (Cordon et al., 1990), células 
epiteliales del hígado (canícula biliar), riñón (túbulo proximal), páncreas (células ducales), 
colon e intestino delgado (células de la mucosa columnar) expresan esta proteína 
(Balram et al., 2003). En músculo esquelético, corazón, bazo, próstata, medula adrenal, 
útero y mama también puede ser detectada, aunque en niveles más bajos (Cordon et al., 
1990). 
1.4.1 Expresión de MDR-1/P-gp en pulmón 
Aunque hay cierta controversia alrededor de este tema, varios estudios confirman que 
células normales y tumorales de pulmón expresan niveles detectables de MDR-1/P-gp 
(Lechapt-Zalcman et al., 1997; Campbell et al., 2003; Roy et al., 2007). Por lo general la 
expresión es baja, pero se ha detectado en los dos tipos principales de cáncer de 
pulmón, NSCLC (Roy et al., 2007) y SCLC (Campling et al., 1997). En tejido normal se ha 
detectado en células ciliadas del epitelio bronquial y células serosas de las glándulas 
bronquiales (Lechapt-Zalcman et al., 1997). Líneas celulares y pacientes con cáncer de 
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pulmón expuestos a paclitaxel, usualmente exhiben un incremento en la expresión de 
esta proteína (Yabuki et al., 2007; Meng et al., 2011; Melguizo et al., 2012). 
1.5 Enzimas citocromo P450 (CYP450) 
Los citocromos P450 (CYP450) constituyen una superfamilia de enzimas ampliamente 
distribuida en la naturaleza, se expresan en bacterias, protistas, hongos, plantas y 
diferentes especies animales (Anzenbacher & Anzenbacherová, 2001). A la fecha, se 
conocen más de 11.500 isoformas, que varían su patrón de expresión de acuerdo al 
organismo o tejido donde se encuentran. Algunos CYP450 son comunes a varias 
especies y otros se expresan en un organismo o tejido en particular (Nebert, 2009). 
Siguiendo las recomendaciones de un comité de nomenclatura, todas las formas 
individuales de los citocromos son identificadas con la abreviatura CYP y son 
categorizadas en familias y subfamilias de acuerdo al porcentaje de similitud en su 
secuencia de aminoácidos. Citocromos con una homología de secuencia mayor al 40%, 
se incluyen en la misma familia y se nombran por números arábigos (CYP1, CYP2, CYP3 
etc). Las isoformas con más del 55% de homología son incluidas en la misma subfamilia 
y se identifican por letras (CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D etc). Las isoformas que 
pertenecen a una misma subfamilia se identifican por números (CYP2C8, CYP2C9, 
CYP2C18 etc). Con frecuencia estas isoformas presentan variantes polimórficas, estas 
se identifican por un asterisco seguido de un número arábigo (CYP2C8*2) (Fig 1-7) 
(Nebert et al, 1987; Orellana & Guajardo, 2004). 
 
 
Figura 1-7. Nomenclatura proteínas citocromo CYP450. *Porcentaje de homología entre 
proteínas de la misma familia. **Porcentaje de homología entre proteínas de la misma 
subfamilia. 
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En la literatura se reportan más de 270 familias de CYP450, 18 han sido identificadas en 
el hombre e incluyen alrededor de 57 isoformas, de la cuales, 42 catalizan reacciones 
que causan profundos efectos sobre la actividad biológica de fármacos, químicos 
ambientales y varios compuestos endógenos (Nebert & Russell, 2002; Seliskar & 
Rozman, 2007;Carl, 1997). 
Los miembros de las familias CYP1, CYP2 y CYP3 son los que más contribuyen con el 
metabolismo de fármacos o xenobióticos (Wilkinson, 2005). El resto de isoformas están 
involucradas en la biosíntesis y metabolismo de compuestos endógenos (colesterol, 
ácidos biliares, esteroides etc.) (Nebert & Russell, 2002). En la tabla 1-1, se presenta un 
compendio de las familias, subfamilias e isoformas reportadas para el hombre con 
algunas de sus funciones. 
1.5.1 Estructura Enzimas CYP450 
Los citocromos P450 son una superfamilia de enzimas con un peso molecular que oscila 
entre los 50 a 60 kDa. En su estructura se distingue un grupo prostético conformado por 
una hierro-protoporfirina IX o grupo hemo, el cual se mantiene unido al interior de la 
apoenzima a través de puentes de hidrógeno, fuerzas de van der Waals y un enlace 
coordinado entre el átomo de hierro del grupo hemo y el azufre del grupo tiol de un 
residuo de cisteína (Fig 1-8)(Jung, 2011). 
 
 
Figura 1-8. Estructura enzimas CYP450. Modificada de (Jung, 2011) 
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Tabla 1-1 Miembros, Sustratos y Funciones de Citocromos CPY450 Humanos* 
Familia Miembros Isoformas Sustratos y Funciones
CYP1 2 Subfamilias  
(A,B) 
3 genes 
1 pseudogen 
1A1, 1A2, 1B1 Metabolismo xenobióticos, Ácido araquidónico y eicosanoides 
CYP2 13Subfamilias 
(A,B,C,D,E,F,GJ,R,S,T,U,W) 
16 genes 
16 pseudogenes 
2A6, 2A7, 2A13, 2B6, 2C8, 
2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 
2E1, 2F1, 2J2, 2R1, 2S1, 
2U1, 2W1 
Metabolismo xenobióticos, Ácido 
araquidónico y eicosanoides 
CYP3 1 Subfamilia 
4 genes 
2 pseudogenes 
3A4, 3A5, 3A7, 3A43 Metabolismo xenobióticos, Ácido araquidónico y eicosanoides 
CYP4 6 Subfamilias 
(A,B,F,V,X,Z) 
13 genes 
4A20, 4A22, 4A11,4B14, 
4F24, 4F34, 4F8,4F11, 
4F12, 4F22,4V2, 4X1 4Z1 
Metabolismo xenobióticos, Ácido 
araquidónico y eicosanoides 
CYP5 1 Subfamilia 
1 gen 5A1  
Actividad tromboxano sintetasa: 
cataliza la conversión de 
prostaglandina H2 a tromboxano A2 
CYP7 2 Subfamilias 
(A,B) 
2 genes 
7A, 7B Biosíntesis de ácidos biliares, colesterol 
CYP8 2 Subfamilias 
(A,B) 
2 genes 
8A1 
8B1 
Actividad prostaciclina sintasa . 
Síntesis de ácidos biliares. 
CYP11 2 subfamilias 
(A,B) 
3 genes 
11A1, 11B1, 11B2 
Biosintesis de esteroides 
cortisol 
aldosterona 
CYP17 1Subfamilia 
1 gen 17A1 
Actividad 17-alpha-hidroxilasa y  
17,20-liase. Biosíntesis de esteroides, 
testosterona y estrógenos 
CYP19 1Subfamilia 
1 gen 19A1 
Actividad aromatasa. Biosíntesis de 
esteroides, cataliza la conversión de 
andrógenos a estrógenos. 
CYP20 1Subfamilia 
1 gen CYP20A1 Desconocida 
CYP21 1Subfamilia 
1 gen 
1 pseudogen 
CYP21A2 Biosíntesis de esteroides 
CYP24 1Subfamilia 
1 gen CYP24A1 Degradación de Vitamina D 
CYP26 3 Subfamilias 
(A,B,C) 
3 genes 
CYP26A1, CYP26B1, 
CYP26C1 
Metabolismo del ácido retinoico 
(trans -hidroxilasa) 
 
CYP27 3 Subfamilias 
(A,B,C) 
3 genes 
27A1 
27B1 
27C1 
Biosíntesis de ácidos biliares 
Activación de la vitamina D3 
Desconocida 
CYP39 1Subfamilia 
1 gen 
1 pseudogen 
CYP39A1 Metabolismo Colesterol 
CYP46 1Subfamilia 
1 gen 
1 pseudogen 
CYP46A1 Metabolismo Colesterol 
CYP51 1Subfamilia 
1 gen 
3 pseudogenes 
CYP51A1 Metabolismo Colesterol 
*Modificado de: Nebert & Russell, 2002;Coutiño et al., 2010. 
24 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
La estructura de la mayoría de citocromos P450 está constituida por una cadena de 
aproximadamente 500 aminoácidos organizados y plegados en forma de -hélices y 
láminas (Hasler et al., 1999). La estructura primaria o secuencia de aminoácidos 
determina las principales diferencias entre isoformas y su clasificación dentro de una 
familia o subfamilia. Usualmente los extremos C-terminal y N-terminal, son los más 
conservados entre isoformas, aunque el extremo C-terminal tiende a ser más conservado 
que el N-terminal. Las regiones más variables son las que constituyen los lugares de 
anclaje a la membrana o de unión y reconocimiento de substratos (Hasemann et al., 
1995) 
1.5.2 Localización Subcelular y Actividad Catalítica  
En mamíferos se han encontrado dos grupos importantes de citocromos: los CYPs 
microsomales y los CYPs mitocondriales. Los microsomales constituyen cerca del 90 % 
de la enzimas y usualmente se encuentran asociadas a las membranas del retículo 
endoplasmático liso (REL). Los mitocondriales se encuentran anclados a la membrana 
interna de la mitocondria y completan el 10 % restante. En peroxisomas, la membrana 
nuclear externa, membrana plasmática y diferentes compartimentos del aparato de golgi, 
también se han encontrado algunas isoformas, aunque en muy bajos niveles de 
expresión (Seliskar & Rozman, 2007). 
En cuanto a su actividad catalítica, varios estudios confirman que los citocromos P450 
presentan una amplia versatilidad funcional, siendo capaces de catalizar una gran 
cantidad de reacciones y de reconocer o unirse a un número elevado de sustratos 
(Hasler et al., 1999; Nebert & Russell, 2002). Estas enzimas usualmente reconocen 
sustratos orgánicos de naturaleza hidrofóbica y catalizan reacciones de oxidación (N-
oxidaciones, S-oxidaciones, epoxidaciones), hidroxilaciones aromáticas y alifáticas, 
desalquilaciones, desulfuraciones, desaminaciones y/o deshalogenaciones (Carl, 
1997;Anzenbacher & Anzenbacherová, 2001; Nebert & Russell, 2002; Guengerich, 
2003). 
Una típica reacción de oxidación catalizada por este grupo de enzimas se muestra en la 
siguiente ecuación: 
RH + O2 + NADPH + H+               ROH + H2O + NADP+ 
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Donde RH es el sustrato, el cual es oxidado por la incorporación de un átomo de oxígeno 
desde el oxígeno molecular (ROH), mientras el otro átomo es reducido a una molécula de 
agua (Hedlund et al., 2001). La reacción siempre va acompañada de la incorporación de 
2 electrones, los cuales son provistos por el NADPH a través de una proteína 
transportadora de electrones (Hedlund et al., 2001; Meunier et al., 2004). Esta proteína 
transportadora varía dependiendo del grupo o tipo de citocromos. Los citocromos 
mitocondriales reciben los electrones de la ferredoxina una proteína que se reduce 
gracias a la acción de la ferredoxina reductasa. Los citocromos microsomales reciben los 
electrones desde el NADPH a través de la enzima NADPH-citocromo P450 reductasa 
(Meunier et al., 2004). Algunas isoformas de este grupo requieren de la participación del 
citocromo b5, en este caso un electrón es transferido al complejo enzima-sustrato a 
través de la NADPH-citocromo P450 reductasa y el otro electrón vía citocromo b5 (Fig 1-
9) (Vergéres & Waskell, 1995). 
 
Figura 1-9. Componentes del sistema Citocromo P450 microsomal. Tomado de 
(Okita & Masters, 2004) 
 
1.5.3 Expresión Enzimas CYP450 
Las enzimas CYP450 tienen una amplia distribución tisular, probablemente debido a su 
enorme versatilidad funcional. El órgano que expresa mayores niveles de CYP450 es el 
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hígado, el cual cumple un papel fundamental en las reacciones de primer paso, 
controlando el nivel sistémico de fármacos y otras sustancias químicas. 
Tejido extrahepático, especialmente aquellos que son puerta de entrada para 
compuestos foráneos, tales como tracto respiratorio y gastrointestinal, también expresan 
CYPs. En estos tejidos los citocromos no sólo contribuyen con reacciones de 
biotransformación, sino que regulan la carga de compuestos foráneos y la 
biodisponibilidad de agentes terapéuticos (Ding & Kaminsky, 2003). 
En cerebro, corazón, riñón, seno, ovario, útero, placenta, vejiga, testículos, próstata, timo, 
piel y otros tejidos, también se ha detectado la expresión de un número considerable de 
isoformas. En estos tejidos las enzimas participan activamente en reacciones de 
bioactivación y/o detoxificación de los xenobióticos a nivel local, regulan niveles 
hormonales, de ácidos biliares, lípidos y varias moléculas involucradas en señalización 
celular (Bièche et al., 2007; Swanson, 2004; Klose, Blaisdell, & Goldstein, 1999; Seliskar 
& Rozman, 2007).   
Los patrones de expresión de los citocromos varían entre estos tejidos, algunas 
isoformas se expresan de manera exclusiva y otras de manera simultánea, aunque en 
diferentes niveles. También se ha descrito que la expresión de citocromos puede variar 
entre tipos celulares de un mismo órgano y entre individuos (Seliskar & Rozman, 2007). 
En la tabla 1-2 se muestra un compendio de los citocromos que han sido detectados en 
diferentes tejidos humanos. 
1.5.4 CYP450 y Pulmón 
Esta ampliamente demostrado que el pulmón es un órgano metabólicamente activo. 
Células como las del epitelio bronquial, células clara, neumocitos tipo II y macrófagos 
alveolares, tienen la capacidad de metabolizar fármacos, contaminantes ambientales y 
varios carcinógenos (Ding & Kaminsky, 2003). También se sabe que el pulmón tiene 
varias vías enzimáticas para metabolizar estos xenobióticos, sin embargo se ha visto que 
el principal sistema catalizador del metabolismo oxidativo, así como la activación e 
inactivación de muchas de estas sustancias, es la superfamilia de enzimas CYP450 
(Hukkanen et al., 2001).   
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Varios estudios confirman la expresión de citocromos en pulmón, (Raunio et al., 1999; 
Hukkanen et al., 2002; Kim et al., 2004; Castell, 2005; Leclerc et al., 2010, 2011; Anttila 
et al., 2011). Sin embargo los resultados de los niveles de expresión del CYP2C8 son 
contradictorios. En la tabla en la Tabla 1-2 y la Fig 1-10 se muestran algunas de las 
isoformas reportadas para pulmón y otros tejidos. 
Tabla 1-2 Isoformas CYP450 Expresadas en Tejido Extra-hepático 
Tejido CYPs Detectados 
Mucosa Nasal 2A6, 2A13, 2B6,2C, 2J2,3ª 
Tráquea 1A1, 1B1, 2A6, 2A13, 2B6, 2F1, 2J2, 2S1 
Pulmón 1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A13, 2B6, 2C8, 2C18, 2D6, 2E1, 2F1, 2J2, 2S1, 3A4, 
3A5, 4B1 
Esófago 1A1, 1A2, 1B1, 2A, 2E1, 2J2, 3A5 
Estómago 1A1, 1A2, 2C, 2J2, 2S1, 3A4 
Bazo 1B1, 2S1, 2U1 
Intestino Delgado 1A1, 1B1, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 2S1, 2W1, 3A4, 3A5, 4B1, 7B1, 4F12 
Colon 1A1, 1A2, 1B1, 2J2, 3A4, 3A5, 7B1, 4F12 
Cerebro 1A1, 2C, 2D6, 2E1, 2U1, 3A, 7B1, 11A1, 19A1, 26A1, 26B1, 46A1, 
Riñón 1A1, 1B1,2B6, 2E1, 2C8, 2C9, 2C18, 2R1, 3A5, 4A11, 4F1, 5A1, 24A1, 27A1, 
27B1 
Glándula Mamaria 1A1, 1B1, 2E1, 2U1 
Testículos 1B1, 7B1, 2C8, 2R1,2U1, 51A1 
Útero 1B1, 3A5, 2U1 
Corazón 1B1, 2J2 
Endotelio Vascular 1A1, 2E1, 34 
Ovario 1B1, 7B1, 8A1, 2C8, 2C18, 2U1, 3A5 
Piel 1A1, 2A6, 1B1, 2B6, 2B7, 2B12, 2C18, 2C19, 2E1,2D6,2S1, 3A4, 3A5, 3A7, 
4A11, 4B1 
Placenta 1A1, 2E1, 2F1, 3A, 4B1, 
Tomado de: Chaudari & Chaudari, 2011; Ding & Kaminsky, 2003; Carl, 1997; Pelkonen & 
Raunio, 1997; Bièche et al., 2007; Blomberg et al., 2010; Swanson, 2004; Seliskar & 
Rozman, 2007 
28 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
Figura 1-10. CYP450 involucrados en el metabolismo de xenobióticos. En negrilla las 
isoformas involucradas en el metabolismo de fármacos y en cursiva las enzimas que 
predominan en pulmón según Castell (Castell, 2005). 
 
Estudios recientes señalan que tumores sólidos también expresan estas enzimas, de 
hecho su sobreexpresión se ha relacionado con carcinogénesis (DeLoia et al., 2008). En 
tumores pulmonares por ejemplo, se ha observado un aumento en la expresión de los 
citocromos CYP1B1, CYP2A6 CYP2C, CYP2D6 y CYP3A5 (Gharavi & El-Kadi, 2004). 
Por otro lado su influencia en el metabolismo de fármacos antitumorales ha llevado a 
sugerir que polimorfismos o diferencias en la expresión de estas enzimas en tejidos 
tumorales pueden aumentar o disminuir la eficacia de estos fármacos a nivel local 
(Murray et al., 1997; Hukkanen et al., 2001) 
1.5.5 Regulación de la Expresión 
Su amplia distribución tisular, la variabilidad entre los diferentes perfiles de expresión y el 
hecho de que la biosíntesis de estas enzimas puede ser inducida o inhiba por diferentes 
sustancias, han sugerido que los citocromos P450, poseen importantes mecanismos que 
regulan su expresión. Entre los mejor descritos se encuentran los mecanismos de 
regulación transcripcional y los mecanismos de regulación traduccional o pos-
traduccional (Yang et al., 2010). Otros estudios sugieren que mecanismos epigenéticos 
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pueden también regular la expresión de CYPs, sin embargo estos han sido menos 
explorados y al parecer se restringen sólo a ciertas isoformas. 
 Regulación Transcripcional 
Los genes CYPs son transcripcionalmente regulados por hormonas, citoquinas y una 
gran diversidad de químicos foráneos (Hedlund et al., 2001). A este nivel se asocia la 
biosíntesis tejido-específica la cual está gobernada por la activación funcional de 
receptores nucleares, entre ellos los receptores huérfanos, nombrados así debido a que 
no se conocía con claridad sus ligandos fisiológicos (Hedlund et al., 2001). 
Un amplio número de citocromos regula su expresión a través de este mecanismo (Porter 
& Coon, 1991) y con frecuencia involucra la activación de más de un receptor nuclear. 
Entre los receptores mejor descritos se encuentran PXR, PPAR, CAR, AhR, LXR, FXR 
GR y HNF-4 (Honkakoski & Negishi, 2000). 
Variaciones en los niveles de expresión de factores de transcripción también se han 
asociado a la regulación transcripcional de las enzimas CYP450 (Anttila et al., 2011). 
 Regulación Traduccional o Pos-Traduccional 
Los mecanismos pos-transcripcionales involucran estabilización y/o degradación del 
RNAm o la proteína. Por lo general participan compuestos endógenos o exógenos, que 
promueven la estabilización de la traducción y/o inhiben las vías de degradación de los 
citocromos (Tompkins & Wallace, 2007) 
A este nivel de regulación, modificaciones pos-traduccionales también han sido 
relacionadas con alteraciones en la actividad catalítica de enzimas CYP450; estas 
modificaciones usualmente incluyen la fosforilación, glicosilación y ubiquitinización de las 
proteínas (Taylor et al., 2005). 
Cabe notar que la regulación pos-traduccional ha sido descrita sólo para unos pocos 
CYPs (Pelkonen et al., 2008). 
 Regulación Epigenética  
Se ha demostrado que la expresión de algunos miembros de la superfamilia de CYPs 
puede afectarse por cambios en los estados de metilación y al parecer esto ocurre 
principalmente en genes importantes para el metabolismo de compuestos endógenos 
(Ingelman-Sundberg et al., 2007). 
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A este nivel de regulación, se han estudiado los estados de metilación en regiones 
promotoras, reguladoras y/o potenciadoras tanto de los genes que codifican para los 
citocromos P450, como para los genes que expresan factores nucleares involucrados en 
su regulación. 
1.6 Citocromo CYP2C8 
El citocromo CYP2C8 es una de las isoformas más importantes de la superfamilia de 
enzimas CYP450. Su actividad biológica se ha asociado principalmente al metabolismo 
del paclitaxel (Rahman et al., 1994), aunque varios estudios confirman que esta isoforma 
también participa en el metabolismo de otros fármacos usados para el tratamiento de 
cáncer (imatinib) (Nebot et al., 2010), el tratamiento de la diabetes (repaglinida, 
rosiglitazona, troglitazona, pioglitazona) (Hruska et al., 2005; Kajosaari et al., 2005; 
Jaakkola et al., 2006), malaria (amodiaquina y cloroquina)(Li et al., 2002; Projean et al., 
2003), arritmias (amiodarona)(Soyama et al., 2002a) e hipertensión (valsartan) (Cabaleiro 
et al., 2013). Fármacos como el ibuprofeno (Martínez et al., 2005) y la dapsona (Winter et 
al, 2000) también son biotransformados por el CYP2C8, sin embargo la participación de 
esta enzima es minoritaria.  
Otros estudios sugieren que el CYP2C8 también contribuye con la activación de 
compuestos tóxicos tales como el paration (Mutch et al., 2003) y el benzopireno (Yun et 
al., 1992) y que puede además metabolizar compuestos endógenos tales como el ácido 
retinoico (Nadin & Murray, 1999) y el ácido araquidónico (Dai et al., 2001). Esto último ha 
llevado a sugerir que esta enzima puede tener importantes roles a nivel fisiológico. 
El gen CYP2C8 está localizado en el brazo largo del cromosoma 10 (10q24.1, próximo a 
la región telomérica) y comprende 9 exones que promedian cerca de 32 kb (Totah & 
Rettic, 2005). La proteína está constituida por una secuencia de 490 aminoácidos con un 
peso aproximado de 53 kDa. En cuanto a su expresión, se sabe que el CYP2C8 se 
expresa mayoritariamente en hígado, aunque en glándula adrenal, riñón, cerebro, útero, 
ovario, intestino, glándula mamaria, corazón y algunos tumores también se ha reportado 
su expresión (Klose et al., 1999; Enayetallah et al., 2006; Michaud et al., 2010). Los 
estudios en pulmón son controversiales, en algunos trabajos se reporta la detección del 
mensajero y/o la proteína (Nakajima et al., 1994; Macé et al., 1998; Leclerc et al., 2010), 
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y en otros por el contrario se sugiere que el CYP2C8 no se expresa en este órgano 
(Klose et al., 1999). 
Las diferencias en los niveles de expresión del CYP2C8 en hígado y en tejido 
extrahepático están reguladas a través de mecanismos transcripcionales que involucran 
la activación de los receptores nucleares PXR, CAR, HNF-4GR, RORα (Ferguson et 
al., 2005; Chen et al., 2009; Rana et al., 2010). Estudios del promotor y la región que 
flanquea el extremo 5’ demuestran que varios elementos de respuesta que son 
reconocidos por estos receptores se ubican en estas regiones del gen (Chen & Goldstein, 
2010). 
El CYP2C8 es un gen inducible; compuestos como la rifampicina, el fenobarbital, la 
dexametasona y CITCO aumentan la expresión de este gen a través de la activación de 
los receptores nucleares. La rifampicina es ligando para PXR, fenobarbital y CITCO son 
activadores de CAR y la dexametasona es uno ligando para GR. Los ligandos para HNF-
4y RORα son usualmente compuestos endógenos (Ferguson et al., 2005; Chen et al., 
2009; Rana et al., 2010).  
Otros estudios también realizados en hígado (cultivos primarios de hepatocitos y células 
HEpG2) sugieren que el gen CYP2C8 podría ser regulado por mecanismos                  
postranscripcionales que involucran microRNAs, específicamente microRNAs 103 y 107 
(Zhang et al., 2012). 
Al igual que otros citocromos, el CYP2C8 es un gen altamente polimórfico, con varios 
SNPs en la región codificante (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c8.htm). En regiones 
intrónicas y no traducidas de este gen también se han encontrado polimorfismos, sin 
embargo estos son raros (Soyama et al., 2002b). Los polimorfismos más frecuentes en 
este gen son deleciones y sustituciones en un solo nucleótido. Los cambios en la 
secuencia de nucleótidos por lo general favorecen la aparición de mutaciones silenciosas 
y no silenciosas. Las mutaciones silenciosas no alteran la secuencia de aminoácidos del 
citocromo. Las mutaciones no silenciosas pueden ser de tres tipos: mutaciones de 
sentido alterado (hay cambio en la secuencia de aminoácidos), mutaciones que generan 
un desplazamiento en el marco de lectura (frameshift) y mutaciones que generan 
codones de parada. En términos de funcionalidad, algunas de estas alteraciones 
conducen a la ganancia de actividad catalítica y otras a la pérdida o disminución de la 
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misma. En la figura 1-11 y la tabla 1-3 se muestran las variantes alélicas descritas hasta 
el 2013 para el gen CYP2C8. 
 
 
Figura 1-11. Polimorfismos en el gen CYP2C8. a Mutaciones que generan cambios en la 
secuencia de aminoácidos; b mutación que genera un desplazamiento en el marco de 
lectura; c mutación que genera un codón de parada (X); d deleción (del); e mutaciones en 
región no traducida. Modificado de (Nakajima et al., 2003). 
 
De los 14 alelos descritos, los alelos CYP2C8*2, CYP2C8*3 y CYP2C8*4 son los más 
frecuentes. Su distribución ha sido ampliamente estudiada en asiáticos, africanos y 
caucásicos, los estudios para hispanos son limitados y a la fecha muy pocos reportes se 
encuentran para muestras de la población colombiana (Carmona-Fonseca et al., 2009). 
El alelo más frecuente en afroamericanos es el CYP2C8*2, en japoneses y caucásicos es 
raro (Bahadur et al., 2002; Gao et al., 2010; Paganotti et al., 2012). Los alelos CYP2C8*3 
y CYP2C8*4 son más frecuentes en caucásicos y raros en afroamericanos y asiáticos 
(Bahadur et al., 2002; Nakajima et al., 2003; Weise et al., 2004; Ingelman-Sundberg et 
al., 2007; Naraharisetti et al., 2010). Los alelos CYP2C8*5, CYP2C8*6, CYP2C8*7, 
CYP2C8*8, CYP2C8*9, CYP2C8*10 CYP2C8*11, CYP2C8*12, CYP2C8*13 y 
CYP2C8*14, son poco frecuentes y se han descrito principalmente para japoneses 
(Hichiya et al., 2005; Nakajima et al., 2006; Saito et al., 2007; Yeo et al., 2011) 
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Tabla 1-3 Alelos para el gen CYP2C8a 
Alelos Proteína Mutación (ADNc) Efecto Referencias 
CYP2C8*1A CYP2C8.1 Ninguna - (Klose et al., 1999) 
CYP2C8*1B CYP2C8.1 Ninguna - (Bahadur et al., 2002) 
CYP2C8*1C CYP2C8.1 Ninguna - (Bahadur et al., 2002) 
CYP2C8*2 CYP2C8.2 805 A>T I269F (Dai et al., 2001) (Gao et al., 2010) 
CYP2C8*3 CYP2C8.3 416G>A 1196A>G 
R139K; 
K399R 
(Dai et al., 2001) 
(Gao et al., 2010) 
CYP2C8*4 CYP2C8.4 792C>G I264M 
(Bahadur et al., 2002) 
(Gao et al., 2010) 
(Jiang et al., 2011) 
CYP2C8*5 - 475delA T159fs177X 
(Soyama et al., 
2002b) 
YP2C8*6 CYP2C8.6 511G>A G171S (Hichiya et al., 2005) 
CYP2C8*7 - 556C>T R186X (Hichiya et al., 2005) 
CYP2C8*8 CYP2C8.8 556C>G R186G (Hichiya et al., 2005) 
CYP2C8*9 CYP2C8.9 740A>G K247R (Hichiya et al., 2005) 
CYP2C8*10 CYP2C8.10 1149G>T K383N (Hichiya et al., 2005) 
CYP2C8*11 - 820G>T E274X (Yeo et al., 2011) 
CYP2C8*12 CYP2C8.12 1382_1384delTTG 461delV (Saito et al., 2007) 
CYP2C8*13 CYP2C8.13 669T>G I223M (Nakajima et al., 2006)
CYP2C8*14 CYP2C8.14 712G>C A238P (Nakajima et al., 2006)
a Tomado de http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c8.htm  
 
La influencia de estas variantes alélicas sobre la funcionalidad del gen ha sido explorada 
en algunos trabajos. Las primeras aproximaciones se realizaron en modelos in vitro (E. 
coli y HEpG2) donde las variantes CYP2C8*2 CYP2C8*3 fueron expresadas. En los dos 
modelos se evaluó la actividad metabólica de las proteínas recombinantes usando como 
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sustrato el paclitaxel. Tanto en bacterias como en las células de mamífero la actividad 
metabólica de la proteína CYP2C8*3 se redujo. En E. coli el metabolismo del paclitaxel 
fue del 15% y en HEpG2 fue del 75% comparado con el metabolismo observado para la 
proteína normal (CYP2C8.1)(Dai et al., 2001). La variante CYP2C8*2. expresada solo en 
bacterias mostró también una reducción en el metabolismo del paclitaxel (Soyama et al., 
2001) 
Contrario a lo observado en los modelos in vitro, los estudios in vivo han mostrado que 
las variantes CYP2C8*2 CYP2C8*3 no se asocian significativamente con cambios en la 
farmacocinética del paclitaxel (Henningsson et al., 2005). 
1.7 Citocromo P450 oxidoreductasa (POR) 
NADPH–Citocromo P450 Oxidoreductasa (POR), también llamada CPR, CYPOR, OR, 
NCPR o P450R, es una proteína microsomal que participa activamente en el transporte 
de electrones, usando el NADPH como donador (Pandey & Flück, 2013). Debido a esta 
función se le ha considerado como parte esencial de varios complejos enzimáticos con 
actividad oxigenasa incluyendo los que conforman las hemo-oxigenasas, escualeno-
monooxigenas, las enzimas 7-dehidrocolesterol reductasas y en particular de las enzimas 
CYP450 microsomales, un grupo de enzimas cuya actividad catalítica está condicionada 
a la función de POR (Gan et al., 2009; Zanger & Schwab, 2013) 
En contraste a la variabilidad descrita para los CYPs, en mamíferos solo se ha descrito 
un gen que codifica para POR. Este gen se encuentra localizado sobre el brazo largo del 
cromosoma 7 (7q11.2) y abarca 72Kb. La proteína se encuentra anclada a la envoltura 
nuclear y a la membrana del retículo endoplásmico, está constituida por una secuencia 
de 680 aminoácidos y tiene un peso aproximado de 82 kDa (Pandey & Flück, 2013). Su 
actividad o función como transportadora de electrones sólo se hace posible si está unida 
a los cofactores flavina mononucleótido (FMN) y flavina adenina dinucleótido (FAD). El 
FAD sirve como punto de entrada de electrones desde NADPH y el FMN como punto de 
salida, articulando la transferencia de cada electrón hacía un complejo enzima-proteína 
(Wang et al., 1997). En la figura 1-9 se esquematiza la interacción de la proteína POR y 
los citocromos P450. 
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La expresión de POR se ha detectado en un amplio número de tejidos, incluyendo 
hígado y pulmón (Ram & Waxman, 1992; Willey et al., 1997). Aun no hay claridad con 
respecto a los factores que regulan su expresión, sin embargo algunos estudios 
confirman que la hormona tiroidea y polimorfismos en la región promotora pueden 
modular la expresión de este gen (Ram & Waxman, 1992; Tee et al., 2011) 
 
 
 

  
 
2. Metodología 
2.1 Análisis Genéticos - Genotipificación CYP2C8 
2.1.1 Muestras Biológicas 
Las muestras biológicas evaluadas en este trabajo incluyeron: 
A. Muestras de ADN aisladas desde sangre periférica de 250 voluntarios sanos 
B. Muestras de ADN aisladas desde de tejido tumoral embebido en parafina de 70 
pacientes con cáncer pulmonar. 
C. Muestras de ADN aisladas desde líneas celulares de origen tumoral pulmonar 
 
 Descripción Población de Estudio - Voluntarios Sanos  
Las muestras de ADN de sangre periférica fueron obtenidas de donantes sanos del 
banco de Sangre de la Cruz Roja. Todos los voluntarios fueron hombres y mujeres 
mayores de edad, fumadores, no fumadores y exfumadores, nacidos en Bogotá y/o en 
otras regiones del país.  
 Descripción Población de Estudio - Pacientes con Cáncer de Pulmón 
Las muestras de ADN aisladas desde tejido tumoral embebido en parafina fueron 
seleccionadas desde un banco de muestras disponible en el grupo de investigación 
Farmacogenética del Cáncer del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional. 
Los criterios de inclusión fueron: i) un diagnóstico confirmado para cáncer pulmonar 
primario, sin importar el tipo histológico. ii) pureza del ADN. iii) concentración y volumen 
disponible de cada muestra. Cuando fue posible se revisó que se tuviera información del 
manejo terapéutico de los pacientes, específicamente tratamiento con paclitaxel.  
 Descripción Líneas Celulares 
La genotipificación del citocromo CYP2C8 se realizó para las líneas de origen tumoral 
pulmonar, EBC-1, A549, NCI- H522, NCI-H1395, NCI-H727, LK-2, NCI-H520, MRC-5, 
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NCI-H460, NCI-1299, NCI-H292 y LSPG8G. El análisis también incluyó las células HepG-
2 y A1847-TX1. Las condiciones de su manejo y propagación pueden ser revisadas en la 
sección de cultivo celular (ver adelante) 
2.1.2 Extracción de ADN  
 
 Sangre Periférica 
La extracción de ADN se realizó usando el método de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 
(25:24:1) y precipitación con etanol (Köchl et al., 2005). Detalles del protocolo empleado 
se muestran a continuación: 
Recolección y Procesamiento de la Muestra 
Usando tubos vacutainerTM con anticoagulante EDTA y previa firma del consentimiento 
informado, se recolectaron 4 mL de sangre periférica. Las muestras fueron luego 
centrifugadas durante 5 minutos a 3.000 rpm para obtener la capa de células blancas. 
Esta capa fue cuidadosamente transferida a un tubo de 2 mL y lavada en repetidas 
ocasiones con buffer de lisis de glóbulos rojos (NH4Cl 0,14 M; NaHCO3 0,1M)(Pérez et 
al., 2007).  
Digestión con Proteinasa K 
Después de lisar y eliminar los glóbulos rojos, el pellet de células blancas se resuspendió 
en 200 L de buffer de digestión (tris-HCl 50mM pH 8,0; acetato de calcio 2 mM) y 10 L 
de proteinasa K (20 mg/mL) (Bioline). Esta mezcla se agitó por vórtex y luego se incubó 
por una hora a 55°C. Para detener la reacción, la enzima se inactivó a 95°C por 5 
minutos.  
Extracción ADN - Fenol-Cloroformo-Alcohol - isoamílico (25:24:1) 
Al producto de la digestión se le adicionaron 200 L de fenol:cloroformo:alcohol 
isoamílico (25:24:1), luego se agitó por vórtex y se centrifugó a 10.000 rpm por 10 
minutos. La fase acuosa se recuperó y se transfirió a otro tubo, se adicionó un volumen 
igual de cloroformo, repitiendo la centrifugación y la recuperación de la fase acuosa. 
Inmediatamente después se precipitó el ADN. 
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Precipitación del ADN 
Para precipitar el ADN se adicionaron 2 volúmenes de etanol absoluto frío y 0,1 
volúmenes de acetato de sodio 3M (pH 5,2), se agitó por inversión y luego se incubó 
durante toda la noche a -20°C. Transcurrido este tiempo, se retiró el sobrenadante y el 
pellet de ADN se lavó con 500 L de etanol al 75%, nuevamente se centrifugó, se 
descartó el sobrenadante y el pellet se dejó secar a temperatura ambiente.  
Rehidratación del ADN 
Para rehidratar el ADN, el pellet se resuspendió en agua, luego se cuantificó y se 
almacenó -20°C hasta uso. 
Cuantificación de ADN  
El ADN se cuantificó espectrofotométricamente usando un NanoDrop® (ND-1000 
Spectrophotometer). La relación A260/A280 fue usada para evaluar la pureza del ADN, 
un valor entre 1,7 y 1,9 se consideró aceptable. 
 Tejido Embebido en Parafina  
Como previamente se mencionó, las muestras de cáncer fueron seleccionadas desde un 
banco de muestras previamente extraídas y evaluadas por el grupo Farmacogenética del 
cáncer (Carrillo & Aristizábal, 2007), (Alvarez & Aristizábal, 2011), (Perdomo & 
Aristizábal, 2012). En este trabajo no se realizó extracción de bloques sin embargo se 
presenta el protocolo empleado en los trabajos atrás citados. 
De cada bloque de tejido embebido en parafina se obtuvieron 4 cortes histopatológicos, 
uno de 3 m y tres cortes de 10 m. El de 3 m de espesor se tiñó con H&Em y se uso 
para que el patólogo confirmara el diagnóstico, identificara las áreas con tejido tumoral y 
señalara las áreas a microdisectar. Los cortes de 10 μm se emplearon para realizar la 
microdisección manual. Siempre que fue posible se usaron cortes con más del 90% de 
tejido tumoral, sin necrosis y sin contaminación con linfocitos (Alvarez & Aristizábal, 
2011). 
El tejido microdisectado se sometió a digestión total con proteinasa K (20 mg/mL) 
(Bioline), luego el ADN se extrajo usando el mismo protocolo empleando en este trabajo 
para la extracción de ADN - sangre periférica.  
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 Líneas Celulares 
Las líneas celulares se cultivaron hasta sub-confluencia (80% de confluencia), bajo 
condiciones estándar de cultivo celular (ver sección cultivo celular). La monocapa se lavó 
con PBS y luego se trató son tripsina. La suspensión celular se centrifugó a 1.500 rpm 
por 5 min y el pellet obtenido se sometió por una hora a digestión con proteinasa K (20 
mg/mL). La extracción del ADN se realizó empleando el mismo protocolo usado en la 
extracción de ADN - sangre periférica.  
2.1.3 Genotipificación Citocromo CYP2C8 
La genotipificación del citocromo CYP2C8 se realizó a través de dos estrategías: PCR en 
tiempo real (muestras de tejido embebido en parafina) y PCR-RFLPs (muestras de 
voluntarios sanos y líneas celulares). Para la genotipifcación por PCR en tiempo real se 
empleó el kit comercial TaqMan® SNP Genotyping Assays, el cual provee sondas 
TaqMan® MGB™ específicas para las variantes CYP2C8*2 (C_30634034_10 # 
rs11572103), CYP2C8*3 (C_5625794_10 # rs11572080) y CYP2C8*4 (C_25761568_20 
# rs1058930) del gen CYP2C8.  
 
Todas las muestras fueron genotipificadas empleando una mezcla de reacción que 
contenía 5 L de la master mix provista por el kit TaqMan® Genotyping Master Mix, (Cat 
N° 4371355), 1 ul del mix sonda – primers provisto por el kit comercial TaqMan® SNP 
Genotyping Assays y 20 ng de ADN. 
 
Para la detección de las variantes alélicas se programó el equipo con un ciclo de 10 min 
a 95 ºC seguido por 50 ciclos de 15 s a 95 ºC y 90 s a 60 ºC. Cabe señalar que en cada 
reacción siempre se incluyó una muestra portadora del alelo silvestre, una muestra 
portadora de genotipo heterocigoto y una muestra de agua. 
 
Para los análisis por PCR-RFLPs se emplearon las condiciones de PCR y de restricción 
descritas en trabajos previos (Dai et al., 2001; Bahadur et al., 2002; Carmona-Fonseca et 
al., 2009), estas condiones se emplearon sin modificaiones y se muestran en las 
siguientes tablas.  
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Tabla 2-1 Iniciadores empleados en la genotipificación del CYP2C8* 
Alelos Iniciadores Exón 
Tamaño 
Productos  
PCR 
Referencias 
CYP2C8*2 
(I269F) 
Directo: 5' - AAG ATA CAT ATA TCT TAT GAC ATG - 3' 
Reverso: 5' - ATC CTT AGT AAA TTA CAG AAG G - 3' 
5 312 
(Dai et al., 
2001) 
CYP2C8*3 
(R139K) 
Directo: 5' – AGG CAA TTC CCC AAT ATC TC- 3' 
Reverso: 5' –ACT CCT CCA CAA GGC AGT GA - 3' 
3 347 
(Dai et al., 
2001) 
CYP2C8*4 
(I264M) 
Directo: 5' – AAA AAT GTT GCT CTT ACA CG- 3' 
Reverso: 5' – ATT TTA CCT GCT CCA TTT TG- 3' 
5 125 (Bahadur et al., 2002) 
* ID Secuencia: NG_00797272.1.  
 
Tabla 2-2 Mezcla de reacción empleada en la amplificación de exones CYP2C8 
Reactivos Ci Cf 
Volumen 
 (L)  
Buffer [x] 10 1 2,0 
MgCl2 [mM] 25 2 1,6 
 DNTps [mM] 10 0,2 0,4 
Mix Iniciadores [M] 10 0,2 0,4 
Taq Polimerasa [U/L] 5 1 U* 0,2 
Templete (ng/L) 50 100 2 
Agua**  13,4  
* Cantidad por Rx. ** Cada Rx se preparó en un volumen final de 20 L. 
 
Tabla 2-3 Condiciones de PCR empleadas en la amplificación de exones CYP2C8 
Pasos Temperatura Tiempo Número Ciclos 
Denaturación Inicial 94°C 5 min 1x 
Denaturación 94°C 20 seg 
45x Anillamiento 55°C 60 seg 
Extensión  72°C 10 seg 
Extensión Final 72°C 7 min 1x 
Refrigeración  4°C  1x 
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Para verificar las condiciones de la amplificación, se analizaron 8 μL del producto de 
PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% y 3 % dependiendo del tamaño 
de banda esperado. Para visualizar los fragmentos a través de la luz ultravioleta la 
agarosa fue teñida con SYBR® Safe siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
Una vez se verificó la amplificación de los exones, el producto de PCR se sometió a 
digestión enzimática. Las enzimas empleadas, el sitio de reconociendo de cada enzima y 
los tamaños de fragmentos esperados se muestran en la tabla 2-4. En cuanto a las 
condiciones de restricción, estas se emplearon de acuerdo a las recomendaciones del 
fabricante.  
Tabla 2-4 Enzimas de restricción empleadas en la genotipificación del CYP2C8* 
 
* ID Secuencia: NG_00797272.1. ** Las enzimas BCLI y TaqI fueron provistas por 
promega y la enzima BseRI por New England BioLabs. 
2.1.4  Estimación de Frecuencias Alélicas y Genotípicas para el 
Gen CYP2C8 
Una vez se analizaron los perfiles de restricción obtenidos, se calcularon las frecuencias 
genotípicas y alélicas teniendo en cuenta los posibles genotipos y alelos en la población 
(ver tabla 2-5). 
Alelos Referencia SNPs 
Posición  
SNPs* 
ADNc 
Enzima** Sitio  Reconocimiento  
Tamaño Fragmentos 
Restricción 
Silvestre Mutado 
CYP2C8*2 
(I269F) 
Rs11572103 
Exon 5 
16149 A>T 
BCLI 
5' - T▼GATCA- 3' 
3' - ACTAG▲T- 5' 
214 Pb 
98  Pb 
312 Pb 
CYP2C8*3 
(R139K) 
Rs11572080 
Exon 3 
7225 G>A 
BseRI 
5' -GAGGAG(N)10▼- 3' 
3' -CTCCTC(N)8 ▲- 5' 
310 Pb 
37 Pb 
347 Pb 
CYP2C8*4 
(I264M) 
Rs1058930 Exon 5 16136 C>G TaqI 
5' -T▼CGA- 3' 
3' -AGC▲T- 5' 
90 Pb 
35 Pb 125 Pb 
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Tabla 2-5 Genotipos y Alelos esperados para el gen CYP2C8 
Nomenclatura  
CYP2C8 Genotipos Alelos 
CYP2C8*2 
 
CYP2C8*1/1 
CYP2C8*1/2 
CYP2C8*2/2 
AA 
AT 
TT 
A 
T 
Silvestre (p) 
Mutado (q) 
CYP2C8*3 
 
CYP2C8*1/1 
CYP2C8*1/3 
CYP2C8*3/3 
GG 
GA 
AA 
G 
A 
Silvestre (p) 
Mutado (q) 
CYP2C8*4 
CYP2C8*1/1 
CYP2C8*1/4 
CYP2C8*4/4 
CC 
CG 
GG 
C 
G 
Silvestre (p) 
Mutado (q) 
 
Las frecuencias genotípicas se calcularon por conteo directo y las frecuencias alélicas se 
estimaron empleando el método descrito por (Hartl, 2000). 
Frecuencia alelo silvestre (p): 
p= Fa/a +½ Fa/b 
Frecuencia alelo mutado (q): 
q= Fb/b + ½Fa/b, donde; 
F a/a= Frecuencia genotipo homocigótico silvestre 
F b/b = Frecuencia genotipo Homocigóticos mutado 
F a/b = Frecuencia genotipo Heterocigótico  
2.1.5  Equilibrio Hardy-Weinberg, 
Para comprobar si la población se encontraba en equilibrio Hardy-Weinberg, se 
compararon las frecuencias genéticas observadas con las esperadas empleando la 
prueba 2 de bondad de ajuste. Para el análisis se empleó un grado de libertad y un      
p< 0,05, se consideró significativo.  
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2.2 Cultivo Celular 
2.2.1 Líneas celulares 
En la tabla 2-6 se muestra el panel de líneas celulares usado en este trabajo. En total se 
emplearon 19 líneas y el panel incluyó células de origen tumoral pulmonar, fibroblastos 
normales de pulmón, células que por transfección co-expresan el sistema CYP2C8-POR, 
células resistentes a paclitaxel y células hepáticas. La mayoría de células de origen 
tumoral pulmonar fueron obtenidas desde la ATCC y el JCRB; las células A549-T12 y 
A549-T24 fueron gentilmente suministradas por la Dr Susan Horwitz del Instituto de 
Medicina Albert Einstein de la Universidad de Yeshiva; las células HepaRG, A1847-TX 1, 
CHO DUKX B11, CHO DUKX B11- CYP2C8+/POR+ fueron facilitadas por el Dr Roland 
Wolf del Instituto de Investigaciones Médicas de la Universidad de Dundee y la línea 
celular LSPG8G fue aislada y caracterizada en este trabajo. El protocolo para su 
establecimiento y resultados de su caracterización se muestran en Morantes et al, 2014. 
2.2.2 Condiciones de Manejo y Propagación 
Todas las líneas fueron propagadas en frascos de cultivo celular de 75 cm2, a 37°C, en 
una atmósfera con 5% de CO2 y 100% de humedad relativa.  
El panel de células de origen tumoral pulmonar y los fibroblastos normales fueron 
cultivados en medio RPMI-1640 (R-6504 Sigma), suplementado con piruvato de sodio 
(1mM), HEPES (25 mM), bicarbonato de sodio (1,5 g/L), glucosa (4,5 g/L), 100 U/ml de 
penicilina, 100 g/ml de estreptomicina y 10% de SFB.  
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Tabla 2-6 Listado de líneas celulares empleadas en este trabajo 
Línea Celular Origen Tipo Histológico Fuente 
A549 Pulmón carcinomatoso Adenocarcinoma ATCC 
LK-2 Pulmón Carcinoma Escamocelular JCRB 
EBC-1 Pulmón Carcinoma Escamocelular JCRB 
NCI-H23 Pulmón Adenocarcinoma ATCC 
NCI-H838 Nódulo Linfoide Pulmonar   Adenocarcinoma Estado III B ATCC 
NCI-H1395 Pulmón Adenocarcinoma Estado II ATCC 
NCI-H1993 Nódulo Linfoide Pulmonar Adenocarcinoma Estado III A ATCC 
NCI-H1299 Nódulo Linfoide Pulmonar Carcinoma Neuroendocrino de Célula Grande ATCC 
NCI-H522 Pulmón, Después de 
Terapia 
Adenocarcinoma 
Estadio II ATCC 
NNCI-H520 Pulmón  Carcinoma Escamocelular ATCC 
NCI-H727 Pulmón-Bronquio Carcinoide ATCC 
NCI-H460 Fluido Pleural Carcinoma Anaplásico de célula Grande ATCC 
NCI-H292 Pulmón Carcinoma Mucoepidermoide ATCC 
MRC-5 Pulmón Fibroblastos Normales ATCC 
LSPG8G Nódulo Linfoide Pulmonar Carcinoma Anaplásico de Célula Grande 
Aislada y 
caracterizada 
en este 
trabajo 
A549-NY Pulmón carcinomatoso Adenocarcinoma Facilitada por Susan Horwtiz 
A549-T12 
Seleccionada por 
tratamiento continuo con 
paclitaxel  
Adenocarcinoma-
Resistente a Paclitaxel 
Facilitada por 
Susan Horwtiz 
A549-T24 
Seleccionada por 
tratamiento continuo con 
paclitaxel 
Adenocarcinoma-
Resistente a Paclitaxel 
Facilitada por 
Susan Horwtiz 
A1847-TX1 Ovario Carcinoma Ovario -Resistente a Paclitaxel 
Facilitada por  
Roland Wolf 
HepaRG Hígado Carcinoma Hepático Facilitada por Roland Wolf 
CHO 
DUKX B11 
Ovario Hamster Chino. 
Parental 
Carece de la expresión de 
DHFR 
Facilitada por 
Roland Wolf 
CHO 
DUKX B11 
CYP2C8+ 
/POR+ 
Ovario Hamster Chino. 
Transfectada 
Coexpresa el citocromo 
CYP2C8 y POR 
Facilitada por 
Roland Wolf 
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Las células resistentes a Taxol®, A549-T12, A549-T24 y A1847-TX1 fueron propagadas 
en este mismo medio, adicionando 12, 24 y 1000 nM del fármaco (Kavallaris et al., 1997; 
Ding et al., 2001). 
Las células CHO DUKX B11 fueron cultivadas en medio DMEM con glutamax (10566-024 
GIBCO®) suplementado con 10% de SFB, 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml 
estreptomicina, 100 µM de hipoxantina y 16 µM timidina. Las células CHO DUKX B11 
que expresan el sistema CYP2C8+ /POR+ fueron propagadas en medio MEM (32561-
102 GIBCO®) sin ribonucleosidos, ni deoxiribonucleosidos, suplementado con los 
agentes de selección metotrexate (0,3 M) y G418 - Geniticin® (400 g/mL), antibióticos y 
10% de SFB dializado. 
Las células HepaRG fueron propagadas en medio William E, suplementado con 
hidrocortisona 50 nM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml, insulina 5 µg/ml, L-
glutamina 2 mM y 10% de SFB. Después de dos semanas, las células fueron propagadas 
en el mismo medio pero suplementado con DMSO al 2%, esto con el fin de obtener 
células diferenciadas y con una máxima actividad funcional.  
El cambio de medio para la mayoría de las células se realizó cada tercer día. Para el 
subcultivo y la criopreservación, las células se dejaron crecer máximo hasta un 80% de 
confluencia, el medio se retiró, la monocapa se lavó con PBS y luego se trató con una 
solución de tripsina 0,025% - EDTA 0,03 % durante 5 minutos a 37°C buscando separar 
las células del soporte. La tripsina fue inactivada adicionando un volumen igual de medio 
suplementado. Para el subcultivo, se dejó una alícuota en el frasco y se adicionó medio 
fresco. La relación de subcultivo para las células de crecimiento lento fue de 1:3, de 1:5 
para las células de crecimiento intermedio y 1:10 para las de crecimiento rápido. Para 
criopreservar las células, los pellet celulares fueron resuspendidos en 900 L de SFB y 
100 L de DMSO, congelados por 24 h a -70°C y luego almacenas en nitrógeno líquido.  
2.2.3 Detección de Mycoplasma  
Para descartar la contaminación con Mycoplasma, los cultivos se propagaron sin 
antibiótico por al menos una semana, cuando alcanzaron la sub-confluencia, se tomó una 
alícuota del sobrenadante y luego se analizó por PCR convencional. Este análisis se 
realizó en repetidas ocasiones, monitoreando los cultivos en diferentes pases. Los 
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iniciadores y las condiciones de la PCR fueron adaptados desde trabajos previos y se 
muestran en las tablas 2- 7, 2 -8 y 2-9.  
Tabla 2-7 Iniciadores empleados en la detección de Mycoplasma 
Gen  Iniciadores 
Tamaño 
Producto   
PCR 
Referencia 
ARNr 
16S 
Directo: 5' - GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG - 3' 
Reverso: 5' - CGG ATA ACG CTT GCG ACC TAT G - 3' 464  
(Wong-Lee 
& 
Lovett, 1993)
 
Tabla 2-8 Mezcla de reacción empleada en la detección de Mycoplasma 
Reactivos Ci Cf Volumen  (L)         
Buffer [x] 10 1 2,5  
DNTps [mM] 10  0,2  0,5 
MgCl2 [mM] 50  1,5  0,75 
Iniciador Directo [M] 100  1  0,25 
Iniciador Reverso [M] 100 1  0,25 
Taq Polimerasa [U/L] 5  2,5 U* 0,5 
Templete** - - 1 
Agua*** - - 19,25  
* Cantidad por Rx. ** Como templete o molde se uso 1L de sobrenadante de cultivos de 
células entre un 70-80% confluencia. *** Cada reacción se preparó en volumen final de 
25 L  
 
Tabla 2-9 Programa de PCR empleado en la detección de Mycoplasma 
Pasos Temperatura Tiempo Número Ciclos 
Denaturación Inicial 94°C 120 seg  1x 
Denaturación 94°C 30 seg 
30x Anillamiento 60°C 60 seg 
Extensión  72°C 90 seg 
Extensión Final 72°C 10 min 1x 
Refrigeración  4°C α -  
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Los resultados de la PCR fueron también contrastados con una prueba bioquímica 
selectiva para Mycoplasma (The MycoAlert® Assay – Lonza ). La prueba de llevó  a cabo 
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Document # 18886-1007-03 Lonza). 
2.2.4  Ensayos de Quimiosensibilidad 
Los ensayos de quimiosensibilidad presentados en este trabajo fueron realizados con 
varios propósitos: i) conocer el perfil de sensibilidad del panel de líneas celulares de 
origen tumoral pulmonar frente al paclitaxel y otros fármacos antineoplásicos ii) tener un 
criterio para definir qué células podrían ser empleadas para generar los clones 
quimioresistentes, iii) tener un criterio para definir las concentraciones de partida en los 
ensayos de inducción de quimioresistencia, iv) comparar la sensibilidad a paclitaxel de 
líneas parentales y clones taxol-resistentes y v) comparar la sensibilidad a paclitaxel de 
células CHO DUKX B11 CYP2C8- /POR- y células CHO DUKX B11 que expresan el 
sistema CYP2C8+ /POR+. 
Para realizar los ensayos, todas las líneas celulares se propagaron bajo condiciones 
estándar de cultivo celular y cuando alcanzaron el 80% de confluencia, fueron tratadas 
con tripsina, contadas en cámara de Neubauer y sembradas en placas de 96 pozos en 
diferentes densidades celulares (entre 2000 y 15000 células por pozo dependiendo de la 
línea y el tiempo de exposición al fármaco). Ver Anexo A.  
Para permitir la adhesión al soporte, las placas se incubaron por 24h a 37ºC, transcurrido 
este tiempo las células fueron expuestas a diferentes diluciones de paclitaxel partiendo 
de una concentración máxima 50 M. Algunos ensayos fueron realizados tratando las 
células durante 72 horas y otros durante 48 horas. La viabilidad celular después del 
tratamiento fue cuantificada usando el ensayo de liberación de ATP o reducción de 
resazurina. 
En análisis complementarios se evaluó la sensibilidad de las células LSPG8G, NCI-H520, 
NCI-H727, NCI-H292 y A549 frente a cisplatino, doxorubicina y 5-fluoracilo. En otro 
estudio se comparó la sensibilidad de las células A549 frente a paclitaxel, probando 
diferentes, tiempos de exposición (48 y 72h) y métodos para cuantificar viabilidad celular 
(liberación de ATP, reducción de resazurina y MTT). 
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2.2.5 Ensayo de Liberación de ATP 
Para este ensayo se siguieron las instrucciones del boletín técnico BSCA-1 del kit de 
ensayo de bioluminiscencia de células somáticas Adenosin 5’-trifosfato (ATP) de 
Sigma®, con algunas modificaciones. En general, el medio con los tratamientos fue 
remplazado por 45 L de buffer de lisis (FLSAR), el cual se emplea para permear la 
membrana y facilitar la liberación del ATP al medio. El lisado celular obtenido se 
resuspendió suavemente y usando una pipeta multicanal se transfirió un volumen de     
30 L a una placa blanca fondo plano, siempre conservando el mismo orden en el que 
las células y tratamientos se dispusieron al inicio del ensayo. Inmediatamente después, la 
placa se dispuso en un Luminometro Orion II, el cual de manera sistemática y controlada, 
adicionó 30 L del mix de ensayo ATP (FLAAM), una mezcla que contiene el sistema 
enzima-sustrato (luciferina-luciferasa) y los coofactores necesarios para que se dé la 
reacción de bioluminisencia en presencia del ATP liberado por las células viables. 
Paralelo a la adición del mix de ensayo ATP, el luminómetro cuantificó la luz emitida y la 
expresó en Unidades Relativas de Luminicencia (URL). 
2.2.6 Ensayo de Reducción MTT 
Transcurrido el tiempo de exposición al tratamiento, el medio con paclitaxel se remplazó 
por 100 ul de una solución de MTT (0,25 mg/ml) preparada en medio sin suplementar. 
Las células en presencia de esta solución se incubaron a 37ºC durante 4 horas. 
Cumplido este tiempo se aspiró el medio con el MTT no metabolizado y los cristales de 
formazán producidos por las células vivas y/o metabólicamente activas, se disolvieron en 
100 L de DMSO. Después de agitar por 5 minutos a 800 rpm, la absorbancia fue leída a 
570 nm en un lector de placas BIORAD 550 (Twentyman & Luscombe, 1987; Cordero et 
al., 2004) 
2.2.7 Ensayo de Reducción de Resazurina 
Al igual que en el ensayo de MTT, el medio con los tratamientos se remplazó por 100 ul 
de medio con resazurina a una concentración final de 44 M. Las placas se incubaron 
por 4 horas y la fluorescencia emitida por las células viables y/o metabólicamente activas 
se cuantificó a una longitud de onda de excitación de 535 nm y una de emisión de 595 
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nm usando un espectroflourómetro TECAN GENios (O’Brien et al., 2000; Escobar & 
Aristizábal, 2010). 
2.2.8 Procesamiento de Resultados Ensayos de 
Quimiosensibilidad 
Las unidades de absorbancia, fluorescencia o luminiscencia obtenidas a partir de los 
ensayos atrás descritos, fueron transformadas a porcentajes de supervivencia, 
normalizando con respecto al control de crecimiento (células sin tratamiento). Los datos 
de supervivencia obtenidos se graficaron en función del logaritmo de la concentración y a 
partir de la gráfica se calcularon los valores de concentración inhibitoria 50 (CI50), 
empleando el programa estadístico GraphPad Prism® versión 5 (GraphPad Software 
Inc). En muchos casos las curvas  dosis - repuesta se ajustaron a un modelo de 
regresión no lineal cuatro parámetros: “log (inhibitor) vs. response -- variable slope”; 
Ecuación Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogIC50-X)*HillSlope)). Cuando fue 
necesario el programa realizó una prueba F para sugerir el modelo de mejor ajuste a los 
datos. Finalmente los valores de CI50 calculados se reportaron como el promedio de al 
menos tres ensayos independientes más o menos el error estándar de la media.  
2.2.9 Determinación de Tiempos de Doblaje Poblacional  
En ensayos paralelos a las pruebas de quimiosensibilidad se determinó el tiempo de 
doblaje poblacional de las líneas celulares empleadas. Los datos para este análisis 
fueron obtenidos empleando el ensayo de liberación de ATP como sigue: Las células 
fueron sembradas en placas de 96 pozos en las mismas densidades y condiciones 
empleadas en los ensayos de quimiosensibilidad, 24 horas después se tomó una primera 
lectura, siguiendo el mimo protocolo descrito en la sección 2.2.5. Una segunda lectura se 
tomo después de 96 horas cultivo. Los datos de luminiscencia obtenidos fueron luego 
empleados para calcular los tiempos de doblaje poblacional a través del algoritmo 
provisto por http://www.doubling-time.com (Moreno-García et al., 2009; Kabiri et al., 2012; 
Massimino et al., 2012). Cada experimento fue reportado como el promedio de al menos 
tres ensayos independientes más o menos el error estándar de la media. 
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2.2.10 Selección de Clones Resistentes a Paclitaxel 
Teniendo en cuenta los resultados de los de los ensayos de quimiosensibilidad se 
seleccionaron las líneas LSPG8G, NCI-H292 y NCI-H23 para la inducción de resistencia. 
Esta inducción se realizo a través de dos estrategias: i) Tratamiento continúo con el 
fármaco y ii) Tratamiento a través de pulsos.  
La resistencia inducida a través del tratamiento continuo con paclitaxel se inició 
exponiendo las células por dos semanas a 0,5 nM, esta concentración se fue 
incrementando gradualmente hasta seleccionar clones que crecieron en 100 nM de 
paclitaxel. La resistencia inducida por pulsos se inició tratando las células por tiempos 
cortos (2 horas) y concentraciones altas del fármaco (50 nM). El tiempo de exposición y 
la concentración se incrementó hasta que las células se recuperaron de pulsos de 500 
nM después de 17 horas de exposición. Los niveles de resistencia adquiridos se 
cuantificaron a través del índice de resistencia (IR), el cual fue calculado empleando la 
siguiente fórmula: IR=  CI50 línea resistente / CI50 línea parental (Yang et al., 2009). 
2.3 Análisis de Expresión - ARN  
2.3.1 Extracción de ARN Total  
La extracción de ARN se realizó empleando el kit PureLink™ RNA Mini Kit (Cat. N° 
12183-018A) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN obtenido se resuspendió 
en agua tratada con DEPC, se cuantificó espectrofotométricamente usando un 
NanoDrop® (ND-1000 Spectrophotometer) y se almacenó a -80°C hasta uso. 
2.3.2 Tratamiento con ADNsa 
Para descartar posibles contaminaciones con ADN, las muestras de ARN obtenidas 
fueron tratadas con la enzima ADNasa provista por el kit de Promega® RQ1, RNase-Free 
ADNse (Cat. N° M6101). La mezcla de reacción se preparó en un volumen de 10 L  
usando 1 g de ARN, 1 L de buffer RQ1 (10x), 1 U de ADNsa y agua DEPC. El Mix se 
incubó luego a 37°C por 30 minutos, transcurrido este tiempo se adicionó 1 L de buffer 
de parada y se llevó a 65°C  por 10 minutos para inactivar la enzima.  
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2.3.3 Síntesis de ADNC – RT-PCR 
Una vez las muestras de ARN fueron tratadas con ADNsa, se procedió a preparar la 
mezcla de reacción para la síntesis del ADNC. Esta mezcla se preparó siguiendo las 
recomendaciones del kit de  Promega®  ImProm-II™ Reverse Transcription System (Cat. 
no. A3800). 
2.3.4 Análisis por PCR en Tiempo Real – Expresión Basal 
La expresión génica fue cuantificada por PCR en tiempo real en el sistema ABI® 7500 
Prism (Applied Biosystems), empleando sondas comerciales TaqMan® MGB™ 
específicas para los genes CYP2C8, CYP3A4, POR y MDR-1. Como control interno se 
empleó una sonda TaqMan® dirigida contra el gen 18S rRNA; un gen que ha demostrado 
ser uno de los más estables en estudios de expresión génica (Selvey et al., 2001; Nicot 
et al., 2005; Saviozzi et al., 2006; Leclerc et al., 2010). 
 
Todos los ensayos se realizaron por triplicado en placas Microamp® Optical 96-well 
Reaction Plate (Applied Biosystems), usando una mezcla de reacción que contenía 10 L 
de la master mix provista por el kit TaqMan® Gene Expression Master Mix (Cat N° 
4369016), 9 L de cADN (dilución 1:4) y 1 ul del mix sonda – primers provisto por el kit 
TaqMan® Gene Expression Assays (Tabla 2-10).  
Tabla 2-10 Descripción de sondas TaqMan® empleadas en los análisis de  
expresión génica  
Sonda ID Secuencia 
ID 
Ensayo Fluorocromo 
CYP2C8 NM_000770.3 Hs02383390_s1 FAM 
CYP3A4 NM_017460.3 Hs00604506_m1 FAM 
POR NM_000941.2 Hs00287016_m1 FAM 
MDR-1 NM_000927.4 Hs01067802_m1 FAM 
18S NR_003286.2 Hs03003631_g1 VIC 
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Las condiciones de amplificación incluyeron: 2 min a 50 ºC y 10 min a 95 ºC seguidas por 
45 ciclos de 15 s a 95 ºC y 1 min a 60 ºC. En cada reacción siempre se incluyó una 
muestra de agua y otra que sirvió como control positivo de la PCR. Como control para 
expresión de los citocromos y el gen POR se empleó un mix de ADNC preparado a partir 
de un pool de 16 muestras de hígado humano (suministrados gentilmente por Dr Conrad 
Bower del Instituto de Investigaciones Médicas de la Universidad de Dundee) y como 
control de expresión del gen MDR-1 se empleó un ADNC aislado desde la línea celular 
A1847/TX 1, la cual es resistente a paclitaxel y expresa el gen MDR-1 según lo descrito 
por (Ding et al., 2001).   
Los resultados fueron reportados y analizados en términos de delta Ct (∆Ct) (Ct gen 
target – Ct 18s). Cuando algún transcrito no fue detectado el valor de Ct se ajustó a 40. 
Teniendo en cuenta los valores de ∆Ct la expresión se clasificó de acuerdo al siguiente 
rango: muy baja: 26 ≥ ∆Ct > 24, baja: 24 ≥ ∆Ct > 20, moderada: 20 ≥ ∆Ct > 16 y alta: 
∆Ct ≤ 16. La expresión se consideró no detectable cuando los valores de Ct estuvieron 
entre 37 y 40 y el valor de ∆Ct fue mayor a 26 (Shah et al., 2009; Leclerc et al., 2010). 
2.3.5 Análisis por PCR en Tiempo Real – Inducción Génica 
 Análisis en Células Tratadas con Paclitaxel  
Teniendo en cuenta que el citocromo CYP2C8 es un gen altamente inducible, se evaluó 
si en las líneas celulares de origen tumoral pulmonar este efecto podría presentarse 
después del tratamiento con paclitaxel. Los análisis se hicieron empleando dos 
estrategias, una en la que se evaluó los cambios en los niveles de expresión después de 
un tratamiento corto y otra en donde se comparó los niveles de expresión en las líneas 
parentales y sus clones resistentes (tratamiento continuo y mayor tiempo de exposición).  
Para los ensayos de tratamientos cortos se emplearon las células A549 las cuales fueron 
tratadas durante 24 h a diferentes concentraciones del fármaco (2,5, 5 y 10 nM). En otro 
ensayo se emplearon las células NCI-H522, NC- H838, LK-2 y NC-H460 tratadas con 
rifampicina (10 M) o con taxol (10nM). La rifampicina fue incluida en este trabajo 
teniendo en cuenta que es un potente inductor de la expresión de citocromos (Rendic et 
al., 1997) 
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Además de evaluarse los cambios en los niveles de expresión del CYP2C8, en las 
células parentales y resistentes a paclitaxel también se evaluaron los cambios en la 
expresión de los genes CYP3A4, POR y MDR-1. 
Cabe señalar que en todos los ensayos se incluyeron los controles hígado y células 
A1847/TX 1 para verificar la expresión de todos los genes. Siempre que fue posible se 
incluyó un control de inducción génica: células HepaRG tratadas con rifampicina (10 M). 
La inclusión de estas células se hizo teniendo en cuenta que esta línea es uno de los 
modelos más empleados en estudios de inducción de citocromos (Kanebratt and 
Andersson, 2008).  
Todos los resultados se analizaron empleando el método comparativo de doble delta Ct 
(2-Ct) (Livak & Schmittgen, 2001).  
 Análisis en Células Tratadas con 5-aza-2ʼ-deoxicitidina 
Las líneas celulares A549 y H522 fueron propagadas empleando las condiciones 
descritas previamente. Cuando la monocapa alcanzó el 60% de confluencia, el medio de 
cultivo se remplazó por medio suplementado con 5-aza-2ʼ-deoxicitidina (10 M). Las 
células fueron tratadas con el compuesto durante 48 horas, reemplazando el medio cada 
24 horas. Después del tratamiento, las células se lavaron con PBS y se adicionó medio 
fresco sin  el agente demetilante, 48 horas después se extrajo el ARN empleando el kit 
PureLink™ RNA Mini Kit (Cat. no. 12183-018A).  Los cambios en los niveles de 
expresión del gen CYP2C8 se cuantificaron por PCR en tiempo real empleando los 
protocolos atrás descritos.  Como muestra calibradora se emplearon células  tratadas con 
el vehículo (DMSO al 0,1%). 
2.4 Análisis de Expresión - Proteína 
2.4.1  Obtención de Fracción Microsomal 
Para aislar la fracción microsomal, las líneas celulares fueron cultivadas bajo condiciones 
estándar de cultivo celular, en frascos de cultivo T175 cm2 hasta que alcanzaron un 80% 
de confluencia. Las células fueron luego tratadas durante 24 horas con taxol 10 nM y 
Rifampicina 10M.  Como control se usaron células tratadas con DMSO al 0,1%.  La 
Metodología 55
 
suspensión de células fue reunida en tubos de 50 mL y centrifugadas a 1700 rpm x 5 
minutos. Se retiró el sobrenadante e inmediatamente después cada  pellet fue puesto en 
Nitrógeno líquido y almacenado a -80 °C hasta uso. 
Los pellets celulares fueron resuspendidos en 500 L de bufffer fosfatos KCl  y 
mezclados, en un sonicador Sonic Vibra Cell TM. Los pellets fueron luego puestos en un 
tubo de 2 mL centrifugados a 10.000 rpm x 10 minutos. El sobrenadante fue puesto en 
tubos eppendorf, balanceados y ultracentrifugados en ultracentrifuga SORVAl RC Sorvall 
RC M150 GX. Rotor S45A-0321 40.000 rpm x 1 h a 4°C. Se descartó el sobrenadante y 
el pellet  (con apariencia de gelatina) fue resuspendido en 100 L buffer sucrosa y 
homogenizado usando un homogeneizador de plástico. Los microsomas fueron 
almacenados a  -80 °C hasta uso.  
Previo a los análisis de Western Blott la concentración de la fracción microsomal fue 
cuantificada por el método de Bradford.  
2.4.2 Western Blot 
Los anticuerpos policlonales anti CYP2C8, anti CYP3A4 y anti POR fueron empleados 
para detectar las proteínas CYP2C8, CYP3A4 y POR en fracciones microsomales 
purificadas desde clones resistentes a paclitaxel y su línea parental. Para el ensayo las 
proteínas microsomales presentes en la fracción fueron cuantificadas, resuspendidas en 
buffer de carga denaturante y separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida (10%) 
en presencia de SDS (SDS-PAGE). Al finalizar la electroforesis, el gel se transfirió a 
membranas de nitrocelulosa utilizando un sistema de transferencia húmedo (mini trans-
blot cell de Biorad) a 110 V durante 90 min a 4°C. Luego las membranas se bloquearon 
una hora con leche descremada en TBS/Tween y se incubaron con el anticuerpo primario 
durante 4h a 4°C. El anticuerpo secundario fue incubado durante 60 minutos. La 
inmunomarcación fue revelada por quimioluminiscencia. 
2.5 Análisis Estadísticos 
Las diferencias entre grupos fueron analizadas usando una prueba t-student a dos colas; 
cuando los datos no se ajustaron a una distribución normal las comparaciones se 
hicieron empleando la prueba no paramétrica U- Mann-Whitney. Los análisis de relación 
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entre dos variables cuantitativas se hicieron empleando el coeficiente de correlación de 
Pearson, Antes de hacer los análisis se verificó la normalidad empleando el test de 
normalidad Shapiro-Wilk. Las diferencias se consideraron significativas (*) con un 
P<0,05, muy significativas (**) con un P<0,01, altamente significativas (***) con un 
P<0,001 y no significativas (ns) con un P>0,05. 
2.6 Consideraciones Éticas 
Los protocolos y procedimientos empleados en este trabajo fueron aprobados por el 
Comité de Ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia 
sede-Bogotá. 
 
El estudio además fue realizado de acuerdo a las normas y objetivos de la Declaración 
de Helsinki, adoptada en la 18ª Asamblea General de la Asociación Médica Mundial 
(Helsinki, Finlandia, Junio de 1964), revisada por la 29ª Asamblea Médica Mundial 
(Tokio, Japón, Octubre de 1975) y por la 35ª Asamblea Médica Mundial (Venecia, Italia, 
Octubre de 1983) (World Medical Association). 
 
 
 
 
  
 
3. Resultados y Discusión 
3.1 Análisis Genéticos - Genotipificación CYP2C8 
3.1.1 Extracción de ADN Muestras Biológicas 
 Voluntarios Sanos 
En total se procesaron 250 muestras, siete fueron excluidas del estudio debido a que 
presentaban muy bajas concentraciones de ADN (1,85 – 6,6 ng/L), veinte fueron usadas 
directamente para su genotipificación por PCR-RFLPs y las restantes fueron diluidas a 
una concentración máxima de 50 ng/L previamente a la tipificación. 
En términos generales el método de Fenol-Cloroformo-Alcohol - isoamílico (25:24:1) 
permitió purificar ADN de buena calidad (1,8 - 2,0) y en un amplio rango de 
concentraciones (2914,4 ng/L - 1,85 ng/L). 
 Tejido tumoral embebido en Parafina 
Como previamente se mencionó en este trabajo no se realizó extracción, sino que se 
emplearon muestras de ADN previamente extraídas y evaluadas en el grupo. De 250 
muestras disponibles se seleccionaron 43, teniendo en cuenta las de mayor 
concentración. Cabe resaltar que el volumen de la muestra, la pureza y la concentración 
fueron unas limitantes para este estudio, pues para la mayoría las concentraciones 
fueron bajas (1,5 - 51,2 ng/L), los volúmenes reducidos (< 20 L) y la pureza en 
términos de relación A260/A280 estuvo por debajo de los valores de referencia. 
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 Líneas celulares 
Las concentraciones de ADN para las 14 líneas empleadas en esta parte del trabajo 
fueron mayores a 100 ng/L. La pureza en términos de relación A260/A280 se mantuvo 
dentro de los valores de referencia. 
3.1.2 Genotipificación Citocromo CYP2C8 – Voluntarios Sanos 
 Estadística Descriptiva – Población de Estudio 
El 54% de los participantes en el estudio fueron hombres entre 18 y 64 años: fumadores 
(23%), no fumadores (52%) y exfumadores (23%). El 46 % fueron mujeres entre 18 y 67 
años: fumadoras (7%) no fumadoras (71%) y exfumadoras (21%). Aunque todas las 
muestras fueron recolectadas en Bogotá, los participantes provenían de diferentes 
regiones del país. En la figura 3-1 se muestran estos lugares, con sus respectivos 
porcentajes. 
 
Figura 3-1 Lugar de origen de voluntarios sanos que participaron en el estudio. 
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 Amplificación de exones 
Empleando las condiciones de PCR e iniciadores descritos en la metodología (tablas 2-1 
y 2-2) se amplificaron los fragmentos de ADN en los que se ubican las mutaciones 
asociadas a los alelos *2, *3 y *4 del gen CYP2C8. En total se analizaron 243 muestras, 
8 de este grupo no amplificaron, por tanto no fueron genotipificadas. Para las muestras 
restantes (n=235) fue posible amplificar exitosamente los tres fragmentos esperados. En 
la figura 3-2 se muestran geles de agarosa con los productos de PCR obtenidos. En (a) 
fragmento de 312 pb, amplificado usando un par de iniciadores que hibridan en 
secuencias que flanquean el exón 5 del gen CYP2C8, exón en el que se ubica la 
mutación A805T y que identifica al alelo CYP2C8* 2. En (b) fragmento de 125 pb, que 
corresponde a la región del exón 5 en la que se ubica la mutación C792G y que identifica 
al alelo CYP2C8*4. En (c) fragmento 347 pb que corresponde a la región del exón 3 en la 
que se ubica la mutación G416A, y que identifica al alelo 2CYP2C8* 3. 
 
Figura3-2 Electroforesis en gel de agarosa para productos de PCR amplificados desde 
los exones 3 y 5 del gen CYP2C8. (a) Gel de agarosa al 1,5 % que muestra fragmentos 
de 312 pb amplificado desde el exón 5 (M) marcador 100 pb (b) Gel de agarosa al 3% 
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que muestra fragmentos de 125 pb amplificado desde el exón 5 (M) marcador 25 pb. (c) 
Gel de agarosa al 1,5 % que muestra fragmento de 347 pb amplificado desde el exón 3 
(M) marcador 100 pb. Todos los carriles del 1 al 10 muestras de ADN voluntarios sanos 
(100 ng por reacción). 
 Análisis Fragmentos de Restricción (RFLP) 
Luego de confirmar la amplificación de los exones a través de electroforesis en geles de 
agarosa, los productos de PCR obtenidos fueron sometidos a digestión empleando las 
enzimas de restricción BCLI, BseRI y Taq I. Todas las mezclas de digestión se 
prepararon en un volumen de 20 L, empleando 5U de enzima con su respectivo buffer, 
10 L de los productos de PCR y agua. Inicialmente se probaron incubaciones de 4 
horas de acuerdo a lo recomendado por el fabricante, sin embargo se observaron 
mejores resultados incubando toda la noche. En las figuras 3-3, 3-4 y 3-5 se muestran los 
perfiles de restricción obtenidos para cada una de las enzimas.  
 
Figura 3-3. Electroforesis en gel de agarosa para productos de PCR digeridos con la 
enzima de restricción BCLI. (a) Fragmentos de 312, 214 y 98 pb esperados tras la 
digestión con BCLI. Carril (1) Fragmento sin digerir que muestra tamaño de banda 
esperado para el alelo mutado, genotipo CYP2C8*2/2, (T/T). Carriles (2-4). Fragmentos 
esperados tras la digestión con BCLI en muestras con el genotipo silvestre CYP2C8*1/1 
(A/A). (b) Genotipificación alelo CYP2C8*2 en muestras de voluntarios Sanos. Carriles 
(1-10 y del 12-15) muestras con genotipo silvestre CYP2C8*1/1. Carril (11) muestra con 
genotipo mutado heterocigoto CYP2C8*1/2 (A/T). (M) Marcador 100 pb. 
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Figura 3-4. Electroforesis en gel de agarosa para productos de PCR digeridos con la 
enzima de restricción BseRI. (a) Fragmentos de 347, 310 pb y 37 pb esperados tras la 
digestión con BseRI. Carril (1) Fragmento sin digerir que muestra tamaño de banda 
esperado para el alelo mutado, genotipo CYP2C8*3/3, (A/A). Carriles (2-4). Fragmentos 
esperados tras la digestión con BseRI en muestras con el genotipo silvestre CYP2C8*1/1 
(G/G). (b) Genotipificación alelo CYP2C8*3 en muestras de voluntarios Sanos. Carriles 
(1-7, 9-10 y del 12-15) muestras con genotipo silvestre CYP2C8*1/1. Carril (8 y 11) 
muestra con genotipo heterocigoto CYP2C8*1/3 (G/A). (M) Marcador 100 pb. 
 
Figura 3-5. Electroforesis en gel de agarosa para productos de PCR digeridos con la 
enzima de restricción TaqI (a) Fragmentos de 125, 90 y 35 pb esperados tras la digestión 
con TaqI. Carril (1) Fragmento sin digerir que muestra tamaño de banda esperado para el 
alelo mutado, genotipo CYP2C8*4/4, (G/G). Carriles (2-4). Fragmentos esperados tras la 
digestión con BCLI en muestras con el genotipo silvestre CYP2C8*1/1 (C/C). (b) 
Genotipificación alelo CYP2C8*4 en muestras de voluntarios Sanos. Carriles (1-3 y del 5-
15) muestras con genotipo silvestre CYP2C8*1/1. Carril (4) muestra con genotipo mutado 
heterocigoto CYP2C8*1/4 (C/G). (M) Marcador 100 pb. 
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Todos los perfiles de restricción que se muestran en los geles coincidieron con los  
reportados en la literatura para la identificación de los alelos silvestre y mutado del gen 
CYP2C8 (Wu et al., 2013),(Bahadur et al., 2002) y (Dai et al., 2001).  
 Estimación de Frecuencias Alélicas y Genotípicas para el Gen 
CYP2C8 
Luego de analizar y comparar los perfiles de restricción obtenidos, se estableció que de 
las 235 muestras evaluadas, 169 fueron homocigotas para el alelo silvestre CYP2C8*1, 
42 fueron heterocigotas para el alelo CYP2C8*3, 19 fueron heterocigotas para el alelo 
CYP2C8*4 y solo 5 muestras fueron heterocigotas para el alelo CYP2C8*2. Ninguna 
muestra resultó homocigota para los alelos mutados. En la figura 3-6 se registran estos 
resultados expresados en porcentajes, calculados con respecto al total de muestras 
analizadas (n=235). 
Después del conteo directo de los genotipos presentes en la población se calcularon las 
respectivas frecuencias genotípicas, los valores obtenidos, fueron usados para estimar 
las frecuencias alélicas. En la tabla 3-1 se muestran los resultados de este análisis y 
sugieren que después del alelo silvestre -CYP2C8*1, el alelo CYP2C8*3 es el más 
frecuente en la población evaluada. 
 
Figura 3-6 Distribución de los alelos CYP2C8*1, CYP2C8*2, CYP2C8*3 y CYP2C8*4 en 
muestras de voluntarios sanos de la población Colombiana  
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Tabla 3-1 Frecuencias Alélicas y Genotípicas estimadas para los alelos *2, *3 y *4 del 
Gen CYP2C8 
Nomenclatura  
CYP2C8 
Polimorfismo* 
cADN Efecto 
Frecuencia 
Genotípica 
Frecuencia 
Alélica 
CYP2C8*2 
 
A805T (I269F) 
AA 
AT 
TT 
0,978 
0,021 
0,000 
A 
T 
0,989 
0,010 
CYP2C8*3 
 
G416A (R139K) 
GG 
GA 
AA 
0,821 
0,178 
0,000 
G 
A 
0,910 
0,089 
CYP2C8*4 C792G (I264M) 
CC 
CG 
GG 
0,919 
0,080 
0,000 
C 
G 
0,959 
0,040 
* En la tabla 2-4 se muestra la ubicación de la mutación en ADN 
Para establecer si los genotipos presentes en la población se ajustaban al equilibrio 
Hardy-Weinberg, las frecuencias genotípicas observadas se compararon con las 
esperadas usando una prueba X2. Los resultados se muestran en la tabla 3-2 y sugieren 
que todos los genotipos están en equilibrio.  
Tabla 3-2 Resultados Prueba X2 – Equilibrio Hardy- Weinberg 
Nomenclatura  
Genotipos 
Frecuencia 
Observada 
Frecuencia 
Esperada X
2 P* 
CYP2C8*1/1 
CYP2C8*1/2 
CYP2C8*2/2 
AA 
AT 
TT 
230 
5 
0 
230,02 
4,94 
0,02 
0,027 0,869 
CYP2C8*1/1 
CYP2C8*1/3 
CYP2C8*3/3 
GG 
GA 
AA 
193 
42 
0 
194,87 
38,24 
1,87 
2,263 0,132 
CYP2C8*1/1 
CYP2C8*1/4 
CYP2C8*4/4 
CC 
CG 
GG 
216 
19 
0 
216,38 
18,23 
0,384 
0,417 0,518 
* Si P > 0,05 se acepta la Ho, concluyendo que las frecuencias observadas se ajustan a 
las esperadas y por tanto se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg.  
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Al comparar los resultados obtenidos con lo reportado para otros grupos étnicos, se 
encontró una similitud con la distribución descrita para caucásicos. Para este grupo, al 
igual que para las muestras analizadas en este trabajo, el alelo CYP2C8*2 es el menos 
frecuente (0,3- 1,6%), le sigue el alelo CYP2C8*4 (5,9 – 9%) y luego está el alelo 
CYP2C8*3 (10,9-19,8%). En la tabla 3-3 se registran y comparan las frecuencias 
estimadas para asiáticos, africanos e hispanos. Cabe señalar que para este último grupo 
los estudios son limitados. En un trabajo publicado en el 2012, donde evalúan población 
de Brasil (n=90) solo dectecta la variante CYP2C8*2 con una frecuencia del 0,6%, 
ninguna de las muestras evaluadas en este estudio fue portadora de las variantes 3 y *4  
del gen CYP2C8 (Vargens et al, 2012). En contratste, un trabajo sobre población 
Mexicana muestra una distribución comparable a la obervada para nuestra población ver 
tabla 3-3. Con respecto a estudios en población colombiana, solo se encontraron dos 
análisis, en uno evalúan 33 muestras y en el otro 69. Ambos coinciden con una mayor 
frecuencia para el alelo CYP2C8*2 (1-3%) y una menor para el alelo CYP2C8*3 (0- 
1,5%), un resultado, que difiere de lo observado en el presente trabajo, probablemente 
por el tamaño de muestra empleado. Para el alelo CYP2C8*4 no se encuentran registros, 
las frecuencias presentadas en las tablas 3-1 y 3-3 son el primer reporte para este alelo 
en población Colombiana.  
Tabla 3-3 Comparación de frecuencias alélicas estimadas para las variantes *2, *3 y *4 
del gen CYP2C8 en diferentes grupos étnicos 
Grupo 
Étnico Población  
Muestras 
Analizadas
Frecuencias Alélicas* 
Referencias 
CYP2C8*2 CYP2C8*3 CYP2C8*4 
Asiáticos  
India 123 0,8 % 1,2% 0% 
(Muthiah et 
al., 2005) Malasia 137 0% 0% 0% 
China 288 0% 0% 0% 
Japón 360 0% 0% 0% (Nakajima et al., 2003) 
China 158 0% 1,6% 0,63% (Wu et al., 2013) 
Africanos 
Estados 
Unidos 82 18% 2% ND 
(Dai et al., 
2001) 
Senegal 88 22% ND ND (Paganotti et 
al., 2012) Uganda 262 10,5% ND ND 
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Madagascar 153 15% ND ND 
Caucásicos 
Portugal 164 1,2% 19,8 % 6,4% (Cavaco et al., 2006) 
Francia 170 0% 13% ND (Dai et al., 2001) 
Inglaterra 107 0,4% 15% 7,5% (Bahadur et al., 2002) 
España - < 0,5% 16% 6% (Martínez et al., 2005) 
Alemania 122 1,6% 17% 9% (Weise et al., 2004) 
Republica 
Checa 161 0,3% 10,9% 5,9% 
(Pechandova 
et al., 2012) 
Hispanos 
Brasil  90 0,6% 0% 0% (Vargens et al., 2012) 
Mexico 58 0% 16% 5% (Hapmap 2014) 
Colombia 33 1,5 % 0% ND 
(Carmona-
Fonseca et 
al., 2009) 
Colombia 69* 3 % 1,5 % ND (Arango et al., 2008) 
Colombia** 235 2% 18% 8% Este trabajo 
* Los alelos CYP2C8*2 CYP2C8*3 CYP2C8*4, son poco frecuentes en asiáticos. El alelo 
CYP2C8*2, es el más frecuente en africanos. Los alelos CYP2C8*3 y CYP2C8*4 son más 
frecuentes en caucásicos. ** Primer reporte para voluntarios sanos, se resalta que en los reportes 
publicados previamente fueron evaluadas muestras de pacientes con malaria. 
3.1.3 Genotipificación Citocromo CYP2C8 – Líneas Celulares 
La distribución de las variantes *2, *3 y *4 del gen CYP2C8 también fue explorada para la 
mayoría de líneas celulares empleadas en este trabajo. Los resultados del análisis 
sugieren que ninguna línea es portadora de los alelos *2 y *4 del gen, pero sí del alelo *3. 
En la figura 3-7 se muestran los productos de PCR obtenidos tras la digestión con la 
enzima de restricción BseRI y se observa claramente que las líneas A549, NCI-H522 y 
NCI-H1299 son heterocigotas para el alelo CYP2C8*3.  
Al revisar el origen de las células se confirmó que las tres líneas fueron derivadas desde 
pacientes caucásicos. En cuanto al origen histopatológico, las células A549 y NCI-H522 
se aislaron desde un adenocarcinoma y las células NCI-1299 desde un carcinoma 
neuroendocrino de célula grande (ATCC, 2012). 
66 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
Cabe notar que el polimorfismo CYP2C8*3 no ha sido descrito previamente para estas 
líneas celulares, este trabajo constituye el primer reporte.  
 
Figura 3-7. Genotipificación del alelo CYP2C8*3 en líneas celulares de origen tumoral. 
(1) EBC-1 (2) A549 (3) NCI- H522 (4) NCI-H1395 (5) NCI-H727 (6) LK-2 (7) NCI-H520 (8) 
MRC-5 (9) NCI-H460 (10) NCI-1299 (11) NCI-H292 (12) HepG-2 (13) LSPG8G (14) 
A1847-TX1. Las que presentan dos bandas (347 y 310 pb) corresponden a líneas 
celulares con el genotipo mutante detectado con la enzima de restricción BseRI.  
3.1.4 Genotipificación Citocromo CYP2C8 – Pacientes Cáncer de 
Pulmón 
Usando la misma estrategia metodológica empleada en la genotipificación de las 
muestras de voluntarios sanos y las líneas celulares, se evaluaron las muestras de ADN 
extraídas de tejido tumoral embebido en parafina. Los resultados obtenidos en este 
primer análisis sugieren que las muestras evaluadas son portadoras del alelo silvestre.  
Cabe mencionar que aunque para realizar este análisis se seleccionaron 43 muestras 
(teniendo en cuenta calidad y catidad de ADN), solo para 5 fue posible hacer la 
genotipificación por PCR-RFLPs, pues fueron las únicas para las que se obtuvo un 
producto de PCR apto para someter a digestión, para el resto de muestras se observaron 
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bandas muy tenues o no amplificaron. En la figura 3-8(a) se muestran geles de agarosa 
que soportan estos resultados.   
Gel 1
Gel 2
M  1  2 3  4  5  6 7 8  9  10 11 12 13 14 15  16  17 18   19 20 21
M  1   2   3  4    5    6   7    8   9 10 11 12 13 14 15 16  17  18 19 20  21 22 23 24
 
Figura 3-8(a) Amplificación del gen CYP2C8 en muestras de ADN purificadas desde 
tejido tumoral embebido en parafina. Gel 1. Todos los carriles del 1 – 24 muestras de 
ADN tumoral. Gel 2. Todas las muestras  excepto el carril  20 y 21  contienen muestras 
de ADN tumoral. En el carril (20) ADN células LSPG8G usadas como control (+) 
amplificación fragmento de 312 pb. Carril (21) control negativo (agua). (M) Marcador 100 
pb. 
Teniendo en cuenta que el ADN extraído desde bloques es un ADN fragmentado, de baja 
calidad y que normalemente se obtiene en bajas concentraciones, se optó por emplear la 
química de sondas Taqman® para complementar los análisis de genotipificación. Estó, 
considerenado que esta tecnología es más sensible, requiere menos ADN y permite 
discriminar fácilmente diferentes variantes alélicas.  
68 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
Para este análisis se incluyeron 70 muestras: las 43 que fueron usadas para los análisis 
por PCR-RFLPs y otras 27 que también fueron seleccionadas dese el banco de muestras 
diponible en el grupo. Las muestras incluyeron casos confirmados de los tipos más 
frecuentes de cancer de pulmón (adenocarcinomas, carcinoma escamoscelular y 
carcinoma anaplásico de célula grande) y algunos tipos menos frecuentes (carcinoide 
tipo, carcinoide atípico, carcinoide maligno, carcinoma adenoescamoso,carcinoma de 
célula no pequeña). El 52% de los casos fueron diagnosticados en mujeres y el 48% en 
hombres en rango de edades que oscilaron entre los 31 y los 86 años.  
 
Empleando las condiciones sugeridas por el fabricante fue posible genotipificar 68 
muestras de las 70 incluidas inicialmente. En la figura 3-8 (b) se muestra una de las 
gráficas obtenidas y en esta, claramente se diferencian las muestras que son portadoras 
del alelo silvestre (WT), las que son heterocigotas, el agua y las muestras que no 
amplificaron. Cabe señalar que el genotipo homocigoto mutado no se detectó ninguna 
muestra. 
 
 
Figura 3-8(b) Discriminación Alélica empleando sondas TaqMan® 
 
De las 68 muestras genotipificadas, 58 fueron portadoras del alelo silvestre CYP2C8*1, 4 
fueron heterocigotas para el alelo CYP2C8*3, 6 fueron heterocigotas para el alelo 
CYP2C8*4 y el alelo CYP2C8*2 no fuetectado. En la figura 3-8(c) se registran estos 
resultados expresados en porcentajes. 
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Figura 3-8 (c) Distribución de los alelos CYP2C8*1, CYP2C8*2, CYP2C8*3 y CYP2C8*4 
en muestras de pacientes con cáncer de pulmón 
Los resultados de este análisis dejan ver que la distribución de las variantes *2, *3, y *4 
del gen CYP2C8 en los pacientes con cáncer de pulmón cambió con respecto a lo 
observado en las muestras de volunatrios sanos. El análisis estadístico mostró 
diferencias estadísticamente siginificativas (p=0,0285). Cabe señalar que las muestras de 
esta población también se ajustaron a los supeustos del equilibrio Hardy Weinberg. 
 
Al revizar la literartura no se encontró un registro en que el que se describa la distribución 
de los polimorfismos del CYP2C8 en pacientes con cáncer de pulmón, este sería el 
primer reporte.  
 
Por otro lado, la asociación entre polimorfismos del CYP450 y el riesgo de desarrollar 
cáncer ha sido decrita para algunos citocromos (CYP1B1, CYP1A1). Aunque la 
asociación cáncer y CYP2C8 ha sido poco documentada, solo un estiudio publicado en 
2012 sugiere que el riesgo de desarrollar cáncer colo-rectal no parece estar asociado a la 
variación genética del CYP2C8 (Ladero et al, 2012). 
 
Los resultados de este estudio sugieren realizar un análisis en muestras pareadas 
(normal y tumoral) para determinar si la condición tumoral influye sobre los cambios en la 
distribución de los polimorfismos del gen CYP2C8 detectados en los pacientes con 
cáncer de pulmón. 
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3.2 Cultivo Celular  
Usando las condiciones de cultivo descritas en la metodología, fue posible amplificar 
satisfactoriamente todas las líneas celulares empleadas en este trabajo. En la figura 3-9 
se muestran cultivos en su fase de crecimiento exponencial y se observan claras 
diferencias en su morfología y tamaño cuando alcanzan confluencia después de 48h de 
cultivo continúo usando una relación de subcultivo 1:3.  
 
Figura 3-9 Líneas celulares de origen tumoral pulmonar cultivadas en medio RPMI-1640, 
10% de suero fetal bovino y antibiótico. Microscopio contraste de fase. Barras 100 m.  
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Por otro lado, los resultados de la PCR para detección de Mycoplasma confirmaron que 
los cultivos permanecieron libres de contaminación a lo largo del trabajo. En la figura 3-
10 se muestra uno de los geles obtenidos evaluando sobrenadantes de líneas celulares 
de origen tumoral pulmonar. 
 
Figura 3-10 Detección de Mycoplasma líneas celulares de origen tumoral pulmonar. 
Carril (1) Control (+) sobrenadante contaminado con Mycoplasma. Carriles del 2-14 
sobrenadantes líneas celulares (M) Marcador 100 pb. 
Cabe notar que los resultados de la PCR fueron también contrastados con una prueba 
bioquímica selectiva para Mycoplasma (The MycoAlert® Assay – Lonza). Los resultados 
del análisis corroboraron que los sobrenadantes evaluados estaban libres de 
Mycoplasma. 
3.2.1 Ensayos de Quimiosensibilidad - Líneas celulares de origen 
tumoral pulmonar  
El análisis de sensibilidad a paclitaxel se realizó inicialmente para un panel de 5 líneas 
celulares (LSPG8G, NCI-H520, NCI-H727, NCI-H292 y A549). En este primer ensayo se 
probó un tiempo de exposición de 48h y se empleó el método de reducción de resazurina 
para evaluar la viabilidad celular. Los resultados de este análisis mostraron que las 
células NCI-H292 y NCI-H520 fueron las más sensibles al fármaco. En términos de CI50  
(concentración de fármaco que inhibe la proliferación en un 50%) estas dos líneas 
presentaron los valores más bajos (2,88 ± 0,23 M y 4,40 ± 0,60 M) y las líneas NCI-
H727 y A549 los más altos (11,78 M ± 0,91 M y 13,28 ± 1,04 M). Adicional a este 
análisis y buscando tener un panorama más amplio del perfil de quimiosensibilidad de 
464 
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estas células, se evaluó el efecto citotóxico de los fármacos cisplatino, doxorubicina y 5-
fluoracilo. Al comparar los resultados obtenidos fue evidente que la línea NCI-H292 
continuó siendo una de las más sensibles a los fármacos antineoplásicos y la línea NCI-
H727 una de las más tolerantes. Cabe notar que la línea LSPG8G (aislada y 
caracterizada en este trabajo) también mostró valores altos de CI50, en especial para 
doxorubicina (95,23 M ± 9,35) . En este primer ensayo sólo se afectó la viabilidad de la 
línea NCI-H292 con el tratamiento con 5-Fluoracilo (CI50 de 69,36 M ± 10,04), para el 
resto de líneas no se observó efecto citotóxico en el rango de concentraciones evaluadas 
(Morantes et al., 2013).  
La CI50 es uno de los parámetros más empleados para diferenciar una célula sensible de 
una resistente, así como para cuantificar la potencia o efectividad de un fármaco (Fallahi-
sichani et al., 2013). Cuando este valor se analiza en términos de sensibilidad, es común 
encontrar que para una línea sensible los valores de CI50  son bajos, mientras que para 
una línea resistente estos valores son altos. En términos de potencia, la relación también 
es inversamente proporcional, es decir que entre más potente es el fármaco, menor es la 
CI50 calculada.  
Diferentes aproximaciones han sido publicadas en torno a los análisis de 
quimiosensibilidad y/o estudios de potencia de fármacos, sin embargo aún se encuentran 
importantes variaciones en los valores de CI50 reportados, pese a que se evalúan los 
mismos fármacos, las mismas células y en general se emplean las mismas condiciones 
de ensayo. Bajo este panorama, es importante reconocer que los valores de CI50 
calculados para un fármaco no son absolutos, sino que por el contrario, pueden variar 
según las condiciones de ensayo que se empleen (tiempos de exposición al fármaco, 
número de células tratadas, rango de concentración evaluadas, etc), según el método 
usado para cuantificar la viabilidad celular y la aproximación matemática usada para 
hacer el cálculo  (Cole, 1986; Ulukaya et al., 2008; Ari et al., 2010; Zumpe et al., 2010; 
Sumantran, 2011; Fallahi-sichani et al., 2013). 
Por otro lado, también hay que considerar que las diferencias de sensibilidad a uno o 
más fármacos puede ser producto de una interacción entre las condiciones de ensayo, 
las características de la línea y el mecanismo de acción de los fármacos. Dentro de las 
características de la línea vale la pena resaltar la influencia que pueden tener las 
alteraciones genéticas o epigenéticas que presentan las células, la funcionalidad de su 
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proteoma, su origen tumoral primario, tipo histológico, los tiempos de duplicación 
poblacional y hasta el número de pases en el que se encuentre la línea al momento del 
análisis (Morantes et al., 2013). 
Teniendo en cuenta lo expuesto, en este trabajo se realizaron algunas aproximaciones 
para determinar como algunas de estas variables influyen sobre los valores de CI50 
calculados para el paclitaxel en líneas celulares de origen tumoral pulmonar. 
Una primera comparación se hizo teniendo en cuenta el modelo matemático empleado 
para calcular la CI50. Los valores reportados para paclitaxel y el resto de fármacos 
evaluados en el primer ensayo fueron calculados usando un modelo: curva dosis 
respuesta – respuesta normalizada: "log (inhibitor) vs. normalized response -- variable 
slope"; Ecuación: Y=100/(1+10^((LogIC50-X)*HillSlope))), el cual calcula la CI50 
asumiendo respuestas entre el 0% y 100% de viabilidad. Teniendo en cuenta que en 
muchos casos la respuesta se sale de este rango se hizo una comparación usando el 
modelo: curva dosis respuesta cuatro parámetros: “log (inhibitor) vs. response -- variable 
slope”; Ecuación Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogIC50-X)*HillSlope)), el cual toma 
en cuenta un valor máximo (Top) y mínimo (Botton) de supervivencia para calcular la 
CI50. 
Los resultados de este primer análisis mostraron que para el paclitaxel se observaron 
diferencias en los valores de CI50 calculados, sin embargo no fueron tan grandes como 
las observadas para los otros fármacos, en donde algunos valores fueron mucho más 
bajos y otros fueron más altos. Cabe destacar que a pesar de estas diferencias, el perfil 
de sensibilidad mantuvo la misma tendencia, es decir que las células que resultaron 
sensibles o resistentes con el primer modelo, lo siguen siendo con los resultados del 
segundo. En la figura 3-11 y el anexo B se comparan los valores de CI50 obtenidos 
empleando las dos aproximaciones matemáticas.  
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Figura 3-11 Perfil de sensibilidad de las células LSPG8G, A549, NCI-H520, NCI-H727, 
NCI-H292 y NCI-H460 tratadas durante 48h con taxol, cisplatino y doxorrubicina. Los 
resultados se presentan como la media de tres experimentos independientes ± el error 
estándar. Cada valor de CI50 fue calculado usando una regresión no-lineal provista por el 
programa estadístico GraphPad Prism®. En (a) los valores obtenidos usando el modelo 
curva dosis respuesta - respuesta normalizada: "log (inhibitor) vs. normalized response - 
variable slope"; Ecuación: Y=100/(1+10^((LogIC50-X)*HillSlope))). En (b) valores  
obtenidos usando  el modelo curva dosis respuesta cuatro parámetros: “log (inhibitor) vs. 
response - Variable slope”; Ecuación Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogIC50-
X)*HillSlope)). 
Siguiendo esta misma línea de trabajo, se determinó la influencia del tiempo de 
exposición al paclitaxel y del método empleado para evaluar viabilidad celular sobre los 
valores de CI50 calculados para las células A549. Los resultados del análisis mostraron 
que los valores cambian drásticamente cuando se cambian los tiempos de exposición, 
a. 
b. 
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pero no cuando se emplean diferentes métodos para evaluar viabilidad celular. En la 
tabla 3-4 se muestra cómo el paclitaxel tiende a ser más potente cuando las células se 
exponen al fármaco durante 72 h (valores de CI50 del orden nM) y menos cuando se 
exponen solo durante 48 h (valores de CI50 del orden M).  
Tabla 3-4. Valores de CI50 calculados para células A549 tratadas con paclitaxel durante 
48 h y 72 h de exposición  
Método 
Tiempo de Incubación 
48 h [M] 72 h [nM] 
Resazurina 15.37 ± 1,66* 0,19 ± 0,052 
ATP 14.16 ± 2,54 0,893 ± 0,053 
MTT 15.03 ± 6.04 0,518 ± 0,075 
*Cada valor corresponde al promedio de tres ensayos independientes ± el error estándar 
de la media. 
En cuanto a la influencia de los métodos, a las 48 h no se registraron cambios 
importantes en los valores de CI50, las mayores diferencias se registraron solo a las 72 h; 
usando este tiempo de exposición las células A549 mostraron una mayor sensibilidad 
cuando la viabilidad fue cuantificada con el ensayo de reducción de resazurina y una 
menor cuando se empleó el ensayo de liberación de ATP, cabe notar que la relación de 
cambio de las CI50 entre estos dos métodos no supero las 5 veces. Por otro lado el 
ensayo de reducción del MTT mostró ser uno de los menos reproducibles, debido a que 
registró los valores de error más altos. La tendencia de las curvas dosis – respuesta 
también fue comparada y como se observa en la figura 3-12 esta fue similar entre los 
ensayos de viabilidad, sin embargo se presentan claras diferencias cuando se comparan 
los dos tiempos de exposición.  
Al revisar la literatura se encontró un trabajo publicado en el 2008 que sugiere que entre 
el MTT y el ensayo de liberación de ATP, este último ensayo es el más eficiente para 
cuantificar los efectos citotóxicos del paclitaxel en la línea A549. Con este ensayo las 
células mostraron valores de CI50 8 veces menores a los obtenidos con MTT (Ulukaya et 
al., 2008). En nuestro trabajo esta misma línea fue más sensible con MTT, sin embargo 
la CI50 calculada solo fue 1,7 veces menor a la calculada con el ensayo de liberación de 
ATP. Cabe señalar que en el trabajo publicado también tratan 5.000 células durante 72 h.  
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Figura 3-12. Tendencia de curvas dosis respuesta (usando GraphPad Prism®) para 
células A549 tratadas con paclitaxel. Porcentajes de viabilidad calculados a las 48 h de 
exposición empleando los ensayos de liberación de ATP (a), resazurina (c) y MTT (e). 
Porcentajes de viabilidad calculados a las 72 h de exposición empleando los ensayos de 
liberación de ATP (b), resazurina (d) y MTT (f).  
a. 
c. d.
b.
e. f.
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sin embargo reportan CI50 del orden M (3,2 y 24M), mientras que en este trabajo se 
reportan concentraciones del orden nM (0,893 y 0,518 nM)(ver tabla 3-4). Es probable 
que estas diferencias en la susceptibilidad al fármaco estén asociadas a la inestabilidad 
genética a la que están expuestas las células durante el cultivo; aunque en la publicación 
no se describe el número de pases para las células evaluadas, seguramente este 
número es diferente al de las células empleadas en el presente trabajo, al igual que las 
características genéticas y epigenéticas de la línea. También hay que resaltar que las 
condiciones en las que se realizaron los ensayos de MTT y Resazurina fueron diferentes 
a las empleadas aquí. En contraste a lo publicado por (Ulukaya et al., 2008) y de acuerdo 
con lo descrito en el presente trabajo, otros estudios reportan concentraciones del orden 
nM (Kavallaris et al., 1997; Padar et al., 2004; Sun et al., 2011; Shimomura et al., 2012).  
En términos generales los tres métodos evaluados en este trabajo han sido ampliamente 
usados para estudios de quimiosensibilidad, aunque dependiendo de los intereses del 
investigador un método puede resultar más o menos ventajoso que el otro. Los tres 
ensayos MTT, resazurina y liberación de ATP son ensayos funcionales que miden la 
actividad metabólica celular (Park et al., 2000) sin embargo, con el MTT y la resazurina 
se mide la actividad de enzimas mitocondriales y citocromos (O’Brien et al., 2000; Wang 
et al., 2010; Rampersad, 2012); con el ensayo de liberación de ATP el daño celular se 
cuantifica a través de la medición de los cambios en los niveles de ATP (Fan & Wood, 
2007). Cabe notar que de estos tres ensayos, el de liberación de ATP es el que permite 
generar resultados con mayor rapidez, el que ha demostrado tener una menor 
interferencia con compuestos que típicamente interfieren con los ensayos colorimétricos 
o de fluorescencia y que en general, puede presentar los menores niveles de ruido (Niles 
et al., 2008).  
Teniendo en cuenta estas consideraciones y que con este último método es más práctico 
hacer seguimiento a los tiempos de duplicación de las células durante los ensayos de 
citotoxicidad, se optó por emplearlo para comparar la sensibilidad al paclitaxel de las 
líneas A549, NCI-H460, NCI-H838, NCI-1395, NCI-1993, LK-2, EBC-1, NCI-H1299, NCI-
H23, NCI-H522, NCI-H520 y los fibroblastos MRC-5. Los resultados del análisis se 
  
 
  
 
  
 
 
 
 
 
Figura 3–13 Curvas dosis-respuesta líneas celulares de origen tumoral pulmonar expuestas a paclitaxel durante 72h. Tres ensayos  
realizados en semanas diferentes. Viabilidad celular cuantificada usando el ensayo de liberación de ATP 
  
 
 
muestran a manera de curvas dosis respuesta en la figura 3-13 y en términos de CI50  en 
la tabla 3-5. Cabe notar que para este análisis las células fueron tratadas durante 72h,y 
no durante 48 h como se realizó en el primer ensayo (Figura 3-11), esto para garantizar 
una mayor proporción de células en fase G2/M y en consecuencia una mayor 
susceptibilidad a los efectos del fármaco (Georgiadis et al., 1997).  
Tabla 3-5 Perfil de sensibilidad a paclitaxel de un panel de líneas celulares de origen 
tumoral pulmonar vrs fibroblastos normales- MRC-5 
 
Línea Celular IC50 [nM] Línea Celular IC50 [nM] 
A549 0,81 ±  0,06* EBC-1 0,43± 0,06 
NCI-H460 2,40 ± 0,02 NCI-H1299 7,34± 0,79 
NCI-H838 1,06 ± 0,01 NCI-H23 1,25 ± 0,05 
NCI-1993 41,05 ± 2,61 NCI-H522 0,41 ± 0,04 
LK-2 1,28 ± 0,06 NCI-H520 0,30 ± 0,04 
MRC-5 (Normal) 1309,5 ± 13,50 NCI–H1395 12141,33 ± 765,39 
*Valores de CI50 calculados a partir de las curvas dosis respuesta obtenidas después de 
72 h de exposición. Cada valor representa el promedio de tres ensayos independientes ± 
error estándar. 
La comparación global de estos resultados sugiere que para la mayoría de las líneas el 
paclitaxel causa una disminución en los porcentajes de supervivencia en concentraciones 
del orden nM, solo para las células NCI–H1395 y los fibroblastos normales esta 
disminución se observó en concentraciones del orden M (figura 3-13 y tabla 3-5). En 
términos de sensibilidad los resultados indican que las líneas EBC-1, NCI-H522 y NCI-
H520 fueron las más sensibles al fármaco (CI50: 0,43 nM; 0,41nM y 0,30 nM 
respectivamente) y las líneas NCI-H1299, NCI-H1993 y NCI-H1395 las más resistentes 
(CI50: 7,34 nM; 41,05 nM y 12,41 M). Aunque los valores de CI50 cambian con respecto a 
lo reportado en otros estudios, el perfil de sensibilidad coincide con lo que se obtuvo en 
este análisis. Un estudio en el que se evaluó la respuesta de un panel de 33 líneas de 
origen tumoral pulmonar confirma que las líneas NCI-H1395 y NCI-H1299 son resistentes 
al paclitaxel (CI50: 5,014 M y 18,7 nM respectivamente) y las líneas NCI-H522 y NCI-
H520 sensibles (CI50: 2,6 nM y 3,9 nM ). En este mismo estudio las células NCI-H727 
también fueron resistentes al fármaco (CI50: 16,7 nM) y las células NCI-H292 sensibles 
(CI50: 2,2 nM) (Greshock et al., 2010). Aunque los ensayos se realizaron a 72 h de 
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exposición y la viabilidad se cuantificó midiendo niveles de ATP a través del kit CellTiter-
Glo reagent-Promega® el perfil observado para estas dos líneas coincidió con el 
reportado previamente en los ensayos de quimiosensibilidad realizados a 48h de 
exposición (figura 3-11 y anexo B). Es importante subrayar que de las 33 líneas 
analizadas en ese trabajo, solo dos mostraron valores del orden M, el segundo rango de 
valores más altos se ubicó entre 10 y 36 nM (Greshock et al., 2010). La susceptibilidad 
de las líneas EBC-1 y NCI-H1993 no fue evaluada en ese trabajo (Greshock et al., 2010), 
sin embargo en otro estudio en el que se probó un tiempo de exposición de 24 h se 
confirma que línea EBC-1 es una de las más sensibles a paclitaxel con una CI50 de 5,8 
M, en este mismo estudio se reporta una CI50 de 59,7 M para las células A549 y de 
23,42 M para las células LK-2 (Gemma et al., 2006). Los estudios de sensibilidad a 
paclitaxel para la línea NCI-H1993 son reducidos sin embargo un reporte del instituto 
sanger indica que esta línea es sensible a paclitaxel (CI50: 8,71 nM). En contraste, un 
estudio publicado en el 2012 sugiere que la línea NCI-H1993 es resistente al fármaco, y 
aunque en este no se describe un valor de CI50, si se muestra una curva dosis respuesta 
similar a la que se presenta en la figura 3-13 de este trabajo (Du et al., 2012).  
3.2.2 Tiempos de Duplicación Poblacional (TDP)  
En paralelo a los ensayos de citotoxicidad se evaluó el tiempo de duplicación de las 
líneas celulares A549, NCI-H460, NCI-H838, NCI-1395, NCI-1993, LK-2, EBC-1, NCI-
H1299, NCI-H23, NCI-H522, NCI-H520 y los fibroblastos MRC-5.  
Los resultados de este análisis sugieren que las células NCI-H1395 y NCI-H23 son las 
que toman más tiempo en duplicar su población (61 ± 1,7 h y 51 ± 5,1 h respectivamente) 
y las líneas NCI-1299 y  NCI-H460 las que toman menos tiempo (17, 36 ± 1,5 h y  20 ± 
1,9 horas respectivamente).  
En términos generales la mayoría de las líneas duplican su población en menos de 48h, 
en la figura 3-14 se muestran los tiempos calculados para todas las líneas haciendo el 
seguimiento durante 96 horas de cultivo continuo.  
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Figura 3-14. Tiempo de Duplicación Poblacional Líneas celulares de Cáncer de Pulmón. 
Los datos son reportados como la media de tres experimentos independientes ± error 
estándar.  
3.2.3 Selección de Clones Resistentes a Paclitaxel 
Una vez se determinó el perfil de sensibilidad a paclitaxel se definieron las 
concentraciones y las líneas empleadas para generar los clones resistentes. Inicialmente 
la resistencia se indujo a través de pulsos cortos empleando las líneas NCI-H292 y 
LSPG8G como modelos de estudio. La línea NCI-H292 se seleccionó teniendo en cuenta 
que fue una de las más sensibles al fármaco y la inclusión de la línea LSPG8G se hizo 
básicamente porque era una línea nueva para la cual no se tenía información.  
Los resultados de este primer análisis muestran que el tratamiento con pulsos cortos de 
paclitaxel genera cambios morfológicos en las células seleccionadas, incluyendo una 
disminución en el tamaño y la forma de crecimiento (figura 3-15 y 3-16), sin embargo, no 
se observaron cambios importantes en la respuesta frente al fármaco, en términos de 
índice de resistencia (IR = IC50 parental / IC50 resistente) estos valores fueron menores a 
1 en las dos líneas celulares.  
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a. b. c.
d. e. f.
 
Figura 3-15 Cambios morfológicos observados para la línea LSPG8G. (a) Línea parental creciendo 
como una monocapa continua, microscopio de contraste de fase (10x) (b) Células afectadas por pulso 
con paclitaxel (10x) (c) Clones LSPG8G “resistentes” creciendo en medio libre de fármaco (4x).(d) y (e) 
Clones en crecimiento exponencial después de tratamiento con paclitaxel, 4x y 10x respectivamente (f) 
Clones creciendo en forma de colonia subcultivados en medio libre de fármaco (4x). 
 
Figura 3-16 Cambios morfológicos observados para la línea NCI-H292. (a) Línea parental. Microscopio 
de contraste de fase (10x) (b) Células afectadas por pulso con paclitaxel (10x) (c) y (d) Clones NCI-
H292 que sobreviven después de pulso 500 nM de paclitaxel, las células están creciendo en medio 
libre de fármaco (10x) (e) y (f) Clones en crecimiento exponencial después de pulso con paclitaxel, 
magnificación 4x y 10x respectivamente. Las flechas señalan células afectadas por el fármaco.  
a. b. c.
d. e. f.
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Como no se observaron cambios en la sensibilidad al paclitaxel, se inició el otro protocolo 
para inducir la resistencia (exposición continua). Para este nuevo esquema se usaron las 
células NCI-H23 teniendo en cuenta que mostraron un valor intermedio de CI50 (1,25 ± 
0,05 nM) y nuevamente se intentó con las células LSPG8G. Desafortunadamente en este 
nuevo análisis no fue posible incluir las células NCI-H292. 
Contrario a lo observado con el esquema de pulsos, con la exposición continua fue 
posible seleccionar varios clones resistentes. Para la línea NCI-H23 se seleccionaron tres 
clones y para la línea LSPG8G se seleccionó uno. Los clones de la línea NCI-H23 fueron 
denominados H23-TX25, H23-TX50 y H23-TX100 y el de la línea LSPG8G, se nombró 
LSPG8G-TX2. Los cuatro clones crecieron satisfactoriamente en diferentes 
concentraciones de paclitaxel, estas concentraciones fueron 25nM, 50nM, 100nM para 
los clones H23 y 2 nM para el clon LSPG8G. Cabe señalar que durante la inducción de la 
resistencia las células NCI-H23 se recuperaron más rápido de los incrementos de 
concentración del fármaco, frente a lo observado en las células LSPG8G, en donde la 
obtención del clon tomó más tiempo y en general soportó menores concentraciones. En 
la figura 3-17 y 3-18 se comparan los valores de CI50 obtenidos para las líneas parentales 
y los clones resistentes. Estos valores fueron calculados a partir de curvas dosis–
respuesta obtenidas en ensayos de citotoxicidad realizados a 72 h de exposición. 
 
Figura 3-17 Valores de CI50 calculados para la línea NCI-H23 parental y los clones 
resistentes. Los datos son reportados como la media de tres experimentos 
independientes ± error estándar. 
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Figura 3-18 Valores de CI50 calculados para la línea LSPG8G parental y el clon 
resistente. Los datos son reportados como la media de tres experimentos independientes 
± error estándar. 
Buscando ampliar el panel de clones resistentes a paclitaxel se estableció un contacto 
con el Instituto de Medicina Albert Einstein de la Universidad de Yeshiva y se tuvo acceso 
a otros dos clones, estos se seleccionaron por exposición continua y se les denominó 
A549-T12 y A549-T24 (Kavallaris et al., 1997) . Su línea parental, la línea A549 también 
fue amablemente suministrada y para efectos prácticos y evitar confusiones con los 
resultados de las otras células A549 usadas en este trabajo, esta línea fue denominada 
A549-NY. Los resultados de los ensayos de sensibilidad al paclitaxel de estas tres líneas 
se analizaron en términos  de CI50 y se muestran en la figura 3-19. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-19 Valores de CI50 calculados para la línea A549-NY parental y los clones 
resistentes. Los datos son reportados como la media de tres experimentos 
independientes ± error estándar. 
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Teniendo los valores de CI50 se procedió a calcular los índices de resistencia. Estos 
valores se muestran para las tres líneas en la tabla 3-6. 
Tabla 3-6 Índices de resistencia para clones resistentes a paclitaxel 
Línea Celular IC50 [nM] IR 
NCI-H23 1,25 ± 0,05* 1 
H23TX100 283,8 ± 13,7 227 
H23 TX50 209,1 ± 18,65 167 
H23 TX25 187,23 ± 3,14 150 
LSPG8G 0,25 ± 0,02 1 
LSPG8GTX2 1,96 ± 0,22 8 
A549-NY 0,73 ± 0,15 1 
A549-T12 4,61 ± 0,32 6 
A549-T24 25,62 ± 1,87 35 
*Valores de CI50 calculados a partir de las curvas dosis respuesta obtenidas después de 
72 h de exposición. Cada valor representa el promedio de tres ensayos independientes ± 
error estándar. 
En general la línea NCI-H23 mostró los mayores índices de resistencia, esta línea 
comparada con las células A549 y LSPG8G soportó las mayores concentraciones de 
fármaco y como se mencionó previamente la selección de sus clones resistentes tomó 
menos tiempo (menos de cuatro meses). Para la línea A549 la selección de los clones 
tomo cerca de un año y para obtener el clon de la línea LSPG8G fueron necesarios más 
de cuatro meses de tratamiento continuó. Cabe señalar que para esta última línea se 
hizo un seguimiento para analizar su comportamiento a través del tiempo después de la 
exposición al paclitaxel y como se observa en la figura 3-20 estas células no soportaron 
concentraciones superiores a 8nM; usando esta concentración las células se mantienen 
adheridas a la placa y metabólicamente activas durante la primera semana, aunque no 
se dividen. Después de este lapso de tiempo, se empiezan a observar cambios en su 
morfología y tamaño hasta que finalmente se deprenden de la placa o se observan como 
se muestra en el último recuadro de la figura 3-20. Para seleccionar el clon que creció a 
2nM fue importante exponer antes a las células a muy bajas concentraciones del fármaco 
(0,05 nM), solo cuando las células soportaron el subcultivo se incrementó gradualmente 
la concentración, finalmente y después de cuatro meses las células crecieron en un 
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medio suplementado con 2nM de paclitaxel. Cabe señalar que al comparar la línea 
parental y el clon resistente se observó un cambio en la morfología y una reducción en el 
tamaño celular Fig 3-21. 
 
Figura 3-20 Cambios morfológicos observados en células LSPG8G tratadas con 8nM de 
paclitaxel. Microscopio de contraste de fase, barras 100 M. Flechas señalan células más 
afectadas por el fármaco. 
 
Figura 3-21 Selección de clon LSPG8GTX2. (a) Línea parental (b) y (c) Células afectadas por el 
fármaco en primeras etapas de selección (d) y (e) Primeros clones resistentes, magnificación 4x y 
10x respectivamente (f) Clon resistente creciendo en paclitaxel 2nM (5 semanas de tratamiento 
continúo). Flechas señalan clones resistentes a paclitaxel. Barras 100 M y 500 M. 
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3.2.4 Ensayos de Quimiosensibilidad – Células CHO 
Usando como modelo de estudio las líneas CHO DUKX B11 parental (CHO WT) y 
transfectada (CHO 2C8) se hizo una primera aproximación para determinar la influencia 
de la expresión del sistema CYP2C8+ /POR+ sobre la respuesta al paclitaxel. Para esto, 
las dos líneas fueron expuestas a diferentes concentraciones del fármaco y después de 
72 h de tratamiento su viabilidad fue cuantificada a través del ensayo de liberación de 
ATP. Los resultados del análisis mostraron que las células parentales son 3,5 veces más 
sensibles que las células que fueron transfectadas con el sistema CYP2C8+ /POR+, 
sugiriendo que la expresión de estos genes conducen a una disminución de la potencia 
del fármaco producto del metabolismo del mismo. En la figura 3-22 se comparan los 
valores de CI50 calculados para las dos líneas.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-22 Valores de CI50 calculados para las células CHO parental  y transfectada con 
el sistema CYP2C8+ /POR+. (WT) – “Wild Type” o parental. Los datos son reportados 
como la media de tres experimentos coindependientes ± error estándar. 
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3.3 Análisis de Expresión - ARN 
3.3.1  Análisis por PCR en Tiempo Real – Expresión Basal 
Empleando la química de sondas TaqMan ® se evaluó y comparó el nivel de expresión 
basal del gen CYP2C8 en el panel de líneas celulares de origen tumoral pulmonar y los 
fibroblastos normales. En un análisis complementario también se evaluó la expresión de 
los genes CYP3A4, POR y MDR-1. Cabe señalar que este análisis fue incluido en el 
trabajo teniendo en cuenta que el producto del gen CYP3A4 también participa en el 
metabolismo del paclitaxel y colabora con el CYP2C8 en la inactivación del fármaco 
(figura 1-5). Por otro lado, la funcionalidad de estos dos citocromos está condicionada a 
la actividad del POR, por lo que se consideró importante determinar si se expresaba o no 
en las líneas celulares. Finalmente y buscando integrar los resultados de los genes que 
participan en el metabolismo y el transporte del paclitaxel, se decidió evaluar la expresión 
del gen MDR-1, una proteína que expulsa el fármaco de las células e induce el desarrollo 
de resistencia.  
El análisis de resultados muestra que la expresión del citocromo CYP2C8 fue muy baja 
(Ct: 23 y 30) en las líneas celulares, esta expresión comparada con la detectada en 
hígado (Ct: 14,65 ± 0,76) mostró diferencias estadísticamente significativas ( p=1.055e-
13) (figura 3-23). Al comparar la condición normal versus tumoral también se encontraron 
diferencias (figura 3-24). En términos de Cts se podría decir que los fibroblastos 
normales no expresan el citocromo CYP2C8 (Ct: 29,11 ± 1,6), o si lo expresan, el 
transcrito se detecta solo en una mínima cantidad (Ct: 38,123 ± 1,6). La expresión en 
algunas líneas tumorales fue relativamente mayor, aunque en otras, los niveles fueron 
comparables a los registrados para los fibroblastos, como fue el caso de líneas NCI-
H1395, LK-2, NCI-H292 y NCI-H460 en donde se observaron valores de Cts de: 29, 065 
± 1,0; 28,96 ± 1,2; 27,98 ± 1,18; 27,93 ± 0,24 respectivamente. Los niveles más altos de 
expresión del gen CYP2C8 fueron detectados en las células NCI-H838, NCI-H522 y NCI-
H1299 con valores de Cts de 23,08 ± 0,203; 23,34 ± 0,024 y 23,61 ± 0,14 
respectivamente. Los resultados para el resto de las líneas se muestran en la figura 3-25. 
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La expresión del citocromo CYP3A4 no fue detectada en ninguna de las líneas (Ct: 
“undetected”), sin embargo fue clara en el control (Ct: 16, 40 ± 0,205). En contraste a 
estos resultados, la expresión del gen POR se detectó en todas las líneas celulares y los 
niveles fueron similares a los observados en hígado (Ct: 15,45 ± 0,05) (figura 3-23). Al 
comparar la condición normal versus tumoral se encontraron diferencias en los niveles de 
expresión (figura 3-24). En términos de Cts los fibroblastos normales mostraron una 
expresión moderada (Ct: 17,48 ± 0,2), al igual que las líneas LSPG8G, NCI-H520, NCI-
H292 (Ct: 17,86 ± 0,4; 17,22 ± 0,4 y 17,13 ± 0,18 respectivamente) (figura 3-26). Para el 
resto de líneas la expresión fue alta, siendo la línea A549 la que mayores niveles de 
expresión mostró (Ct: 13,438 ± 0,5), de hecho su expresión estuvo por encima de la 
detectada en hígado. En la figura 3,26 se muestran los valores de Ct obtenidos para 
todas las líneas. 
Los niveles de expresión del gen MDR-1 en las líneas celulares mostraron diferencias 
estadísticamente significativas con respecto al control (figura 3-23), sin embargo en la 
comparación de la condición normal versus tumoral estas diferencias no fueron 
significativas (figura 3-24). En términos de Cts se podría decir que líneas tumorales 
presentaron un perfil de expresión diferencial, siendo evidente que algunas células no 
expresaron el gen, registrando valores de Ct > 27 (NCI-H1993, LSPG8G, NCI-H520, 
A549, NCI-838, NCI-H522, EBC-1 y NCI-H292), otras lo expresaron en niveles muy bajos 
con valores de Ct entre 26 y 24 (LK-2 y NCI-H23), otras en niveles bajos con valores de 
Ct entre 24 y 20 (NCI-H1299, NCI-H1395, NCI-H460) y solo una línea lo expresó en 
niveles altos (NCI-H727 Ct: 16,86 ± 0,46) (Figura 3-27). Los valores de Cts obtenidos 
para los fibroblastos sugieren que estas células expresan niveles muy bajos del gen (Ct: 
25,84 ± 0,51). En la figura 3,27 se muestran los valores de Ct calculados para todas las 
líneas. 
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Figura 3-23 Expresión basal de los genes CYP2C8, POR y MDR-1 en líneas celulares de 
origen pulmonar. Las comparaciones con respecto al control para los genes CYP2C8 y 
POR se hicieron usando una prueba t-Student, la comparación para el gen MDR-1 se 
hizo empleando la prueba no paramétrica U - Mann-Whitney. Las diferencias se 
consideraron significativas (*) con un P<0,05 y no significativas (ns) con un P>0,05.  
 
 
P= 1.055e-13 P= 0,588 
P= 0.004105
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Figura 3-24 Comparación global de los niveles de expresión para los genes CYP2C8, 
POR y MDR-1 en la condición normal  versus la tumoral. La comparaciones para los 
genes CYP2C8 y POR se hicieron usando una prueba t-Student, la comparación para el 
gen MDR-1 se hizo empleando la prueba no paramétrica U - Mann-Whitney. Las 
diferencias se consideraron significativas (*) con un P<0,05 y no significativas (ns) con un 
P>0,05. 
P= 0.0178  P= 0.01234  
P= 0.581  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-25. Niveles de expresión del gen CYP2C8 en líneas tumorales y fibroblastos normales (MRC-5). Los resultados se 
muestran en términos de Ct. y se comparan con respecto a las células MRC-5 .Todas las comparaciones se hicieron empleando 
una prueba t-Student. Las diferencias se consideraron significativas (*) con un P<0,05, muy significativas (**) con un P<0,01, 
altamente significativas (***) con un P<0,001 y no significativas (ns) con un P>0,05.  
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Figura 3-26. Niveles de expresión del gen POR en líneas tumorales y fibroblastos normales (MRC-5). Los resultados se muestran 
en términos de Ct. y se comparan con respecto a las células MRC-5 .Todas las comparaciones se hicieron empleando una prueba 
t-Student. Las diferencias se consideraron significativas (*) con un P<0,05, muy significativas (**) con un P<0,01, altamente 
significativas (***) con un P<0,001 y no significativas (ns) con un P>0,05.  
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Figura 3-27 Niveles de expresión del gen MDR-1 en líneas tumorales y fibroblastos normales (MRC-5). Los resultados se muestran 
en términos de Ct. y se comparan con respecto a las células MRC-5. Los niveles de expresión no presentaron diferencias 
estadísticamente significativas, P> 0,05 ( Test U- Mann-Whitney).  

  
 
3.3.2 Análisis por PCR en Tiempo Real – Inducción Génica 
 Análisis en Células Tratadas con Paclitaxel  
Los estudios de inducción génica realizados usando tratamientos cortos de paclitaxel y 
rifampicina, sugieren que estos dos fármacos bajo esta condición aumentan la expresión 
del gen CYP2C8 en las células A549. Con el paclitaxel se registraron incrementos en la 
expresión de hasta 34 veces respecto al control, con la rifampicina estos incrementos 
fueron menores, indicando que el paclitaxel es más potente para inducir la expresión del 
gen CYP2C8 en estas células. En la figura 3-28 se muestran los cambios en la expresión 
registrados en células A549 tratadas por 24h con 2,5, 5 y 10 nM de paclitaxel y 10 M de 
rifampicina.  
 
 
 
 
Figura 3-28 Inducción de la expresión del gen CYP2C8 en células A549 tratadas por 24h 
con diferentes concentraciones de taxol. 
En contraste al resultado anterior, en las células NCI-H838, LK-2, NCI-H460 y NCI-H522 
no se observó inducción de la expresión del gen CYP2C8, sin embargo en este mismo 
ensayo fue claro un aumento en la expresión en las células HepaRG tratadas con 10 M 
de rifampicina, en donde la expresión del CYP2C8 fue 10 veces más alta a la observada 
en las células libres de fármaco.  
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Aunque para la mayoría de las líneas el citocromo CYP3A4 no fue detectado, se hizo una 
prueba para determinar si el tratamiento con taxol inducía la expresión de este gen en las 
células A549. Los resultados de este análisis muestran que la expresión del CYP3A4 
cambia, sin embargo los valores de Ct obtenidos se mantienen dentro del rango en que 
la expresión se considera no detectable. Cabe notar que en este ensayo fue clara la 
expresión del gen en hígado (Ct 17,19 ± 0,27) y en las células HepaRG tratadas con 10 
M de rifampicina, la expresión del CYP3A4 fue 10 veces más alta a la observada en las 
células libres de fármaco.  
Los estudios de inducción génica realizados para los clones resistentes de la línea NCI-
H23 registraron incrementos muy modestos en la expresión del gen CYP2C8. La 
inducción de la expresión de este gen solo se observó para el clon H23-TX25, pasando 
de niveles no detectables (Ct:27,9 ± 0,867) a niveles detectables (Ct: 26,05 ± 0,28). 
Para los clones H23-TX50 y H23-TX100 no se observaron incrementos en la expresión 
(figura 3-29). Para los genes CYP3A4 y POR tampoco se observaron cambios en estas 
células (Anexo C y D). En contraste a estos resultados fue evidente un aumento en la 
expresión del gen MDR-1 en los tres clones resistentes de la línea NCI-H23, como se 
observa en la figura 3-30 estos incrementos fueron de hasta 3,5 x 103  veces con 
respecto a la expresión de la línea parental. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-29 Comparación de la expresión del gen CYP2C8 en la línea parental NCI-
H23 y sus clones resistentes.  
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Figura 3-30 Comparación de la expresión del gen MDR-1 en la línea parental NCI-H23 y 
sus clones resistentes. 
En los estudios de inducción génica realizados para los clones resistentes de la línea 
A549-NY también se registraron incrementos modestos en la expresión del gen CYP2C8 
(figuras 3-31) y al igual que en los clones resistentes de las células NCI-H23 no se 
registraron cambios en la expresión de los genes CYP3A4 y POR. Para el gen MDR-1 se 
registraron cambios en la expresión, sin embargo no fueron tan marcados como los 
observados en las células NCI-H23 y los valores de Ct se mantuvieron dentro del rango 
en que la expresión se consideró no detectable  
 
Figura 3-31 Comparación de la expresión del gen CYP2C8 en la línea parental A549 y 
sus clones resistentes 
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A pesar de que los pulsos no generaron clones resistentes, se evaluó la expresión del 
gen CYP2C8 en células NCI-H292 que se recuperaron de un pulso con taxol de 200nM 
(4h) y otro de 500 nM (17 h de exposición). Los resultados del ensayo se muestran en la 
figura 3-32 y sugieren que en esta condición el paclitaxel induce la expresión del 
CYP2C8 en las células NCI-H292 muestran un incremento en la expresión  se inducía la 
expresión de  se evalúo la expresión del CYP2C8 con respecto al control  
  
Figura 3-32 Comparación de la expresión del gen CYP2C8 en células NCI-H292 
Finalmente en un ensayo preliminar se observó que en las células LSPG8G resistentes a 
paclitaxel no se aumenta la expresión del CYP2C8. 
 Análisis en Células Tratadas con 5-aza-2´-deoxicitidina 
Los resultados de este análisis muestran que el tratamiento con 5-aza-2´-deoxicitidina  
induce un cambio importante en la expresión del gen CYP2C8 en las células A549 –NY 
Usando el método de 2-Ct se determinó que en las células tratadas la expresión del 
CYP2C8 fue 82 veces más alta. Bajo esta condición la expresión pasa de muy baja o no 
detectable a una expresión moderada (Ct: 20.04± 0,48), una nivel de expresión que no 
se había detectado en los ensayos previos (Anexo E).  
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3.4 Análisis de Expresión – Proteína 
Los análisis por western blot confirman la expresión constitutiva del gen POR en varias 
líneas de origen tumoral pulmonar. Figura 3-33 (a). Por otro lado se corrobora que en los 
clones resistentes a paclitaxel la expresión de este gen se mantiene sin cambios 
importantes. Figura 3-33 (b)y (c). En cuanto a los resultados de expresión del citocromo  
CYP2C8 fue claro que la célula parental NCI-H23 y sus clones resistentes  expresan 
niveles detectables de proteína, en contraste a este resultado, en las células A549 no se 
detectó la proteína. Cabe señalar que en este ensayo se usaron tres controles: 
microsomas de hígado (MLH), microsomas de células CHO parental (WT), microsomas 
de células CHO transfectadas con el sistema CYP2C8+ / POR +. (CHO CYP2C8) y en 
todos se observó lo que se esperaba. 
 
 
 
 
         
 
 
 
| 
 
 
 
 
Figura 3-33 Detección de proteínas POR y CYP2C8 por Wenstern blot en células 
parentales y clones resistentes a paclitaxel. 
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4. Consideraciones Finales 
La pregunta de investigación que se planteó en este trabajo estuvo dirigida a determinar 
si el citocromo CYP2C8 podría estar involucrado en un posible mecanismo de resistencia 
a paclitaxel en un modelo de cáncer de pulmón. Enfocados en esta pregunta este trabajo 
abordó el estudio de este gen a través de dos aproximaciones: una genética y una 
funcional. 
 
El análisis genético se propuso para los alelos CYP2C8 *2, CYP2C8*3 y CYP2C8 *4 del 
gen teniendo en cuenta que son los que más se asocian con alteraciones en la actividad 
funcional del citocromo CYP2C8. Considerando que se disponía de una información 
limitada con respecto a su distribución en muestras de población colombiana, la primera 
fase del trabajo se centró en hacer la genotipificación de estas variantes. En tal dirección, 
se estableció su distribución en muestras de voluntarios sanos y se llegó a una 
descripción interesante para muestras de pacientes con cáncer de pulmón. El análisis 
sobre muestras de voluntarios sanos (n=234) dejo ver que después del alelo silvestre 
(CYP2C8*1), el alelo CYP2C8*3 es el más frecuente en las muestras evaluadas(18%). 
Los resultados para los pacientes con cáncer de pulmón mostraron diferencias con 
respecto a lo osrvado en los volunatrios sanos.  
 
En forma complementaria, se evaluó la distribución de estos polimorfismos en las líneas 
celulares y se determinó que las células A549, NCI-H522 y NCI-1299 son portadoras del 
alelo CYP2C8*3. Aunque se intentó hacer una correlación con la respuesta a paclitaxel, 
no se obtuvieron resultados concluyentes, porque dos de las líneas que son portadoras 
del alelo mutado son sensibles al fármaco y la otra es resistente. Cabe resaltar que 
algunos estudios sugieren que la variacion en las tasas de inactivación del paclitaxel 
pueden ser resultado de alteraciones en los niveles de expresión de la enzima más que 
de alteraciones en la actividad catalítica (Rodríguez-Antona et al., 2008), esto 
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probablemente podría explicar porque no hay una correlación, además de que hay otras 
variables que están condicionando la respuesta frente a este fármaco.   
 
El análisis funcional fue el que estuvo realmente orientado a determinar la influencia del 
citocromo CYP2C8 en el desarrollo de resistencia a paclitaxel. Para llegar a esto, se 
evaluó y comparó el nivel de expresión basal de este gen en las líneas tumorales y los 
fibroblastos normales, con el fin de determinar si existían diferencias entre la condición 
normal y la condición tumoral. Los resultados del análisis mostraron que existen 
diferencias, pues el CYP2C8 no se expresa en los fibroblastos normales, pero si en 
algunas líneas celulares, aunque en bajas concentraciones. Al intentar contrastar estos 
resultados con lo reportado en la literatura, no se encontró un estudio que confirmara o 
refutara lo observado para cada una de las líneas, indicando que este trabajo constituye 
un primer reporte de la expresión basal del citocromo CYP2C8 en líneas celulares de 
origen pulmonar.  
 
En cuanto a los estudios de expresión de citocromos en líneas celulares la mayoría son 
contradictorios, pues mientras que en algunos se advierte que la expresión de estas 
enzimas se pierde (Donato and Boobis, 2002; Michael and Doherty, 2005), en otros se 
confirma que puede ser detectable (Yu et al., 2001; Tokizane et al., 2005; Nagai et al., 
2002; Castell, 2005; Habano et al., 2011; Stanley et al., 1992). En este contexto, los 
resultados de este trabajo estarían de acuerdo con aquellos que están a favor de la 
expresión de citocromos en líneas celulares de origen tumoral, sin embargo no hay que 
dejar de lado que también hay células que no los expresan, como se observó en este 
trabajo. Cabe señalar que sería interesante poder realizar estos mismos análisis 
empleando tecnologías nuevas y más sensibles, esto para confirmar si realmente se 
pierde la expresión o para determinar si los valores de Ct que se detectaron con la 
tecnología actual corresponden a niveles bajos del transcrito o si efectivamente 
corresponden a background dentro del ensayo. 
 
Pensando en que los tiempos prolongados de cultivo in vitro podrían afectar o contribuir 
con la disminución de la expresión del CYP2C8 en las líneas celulares, se optó por 
generar y caracterizar una nueva línea celular de origen tumoral pulmonar; esta línea fue 
nombrada LSPG8G, creció como una monocapa adherente y mostró una morfología 
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poligonal – epiteliode bajo el microscopio de contraste de fases. El tiempo de duplicación 
poblacional calculado en su fase exponencial de crecimiento fue de alrededor de 48h y 
dentro de su caracterización citogenética e inmunocitoquímica se demostró que las 
células expresan varios marcadores que identifican células de origen tumoral pulmonar 
(Anexo G). El análisis de expresión del CYP2C8 en estas células fue comparable al 
observado en el resto de la líneas celulares, indicando de manera preliminar que el 
tiempo de cultivo in vitro no es un factor que determina los niveles bajos de expresión del 
CYP2C8 en líneas celulares de origen tumoral pulmonar, dado que se requería hacer 
evaluaciones con seguimiento prolongado de más líneas celulares. 
 
Con relación a los análisis de expresión del citocromo CYP2C8 en pulmón, los estudios 
publicados también muestran diferencias o son contradictorios, aunque cabe señalar que 
durante los últimos años, el número de investigaciones que confirman la expresión de 
este gen en este tejido han venido incrementando. Uno de los estudios más recientes 
sugiere que en parénquima pulmonar y en mucosa bronquial el CYP2C8 se expresa, 
aunque en niveles bajos, en este estudio reportan valores de Ct entre 22,4 y 26,3 en 
parénquima bronquial y entre 20,6 y 24,7 para mucosa bronquial (Leclerc et al., 2010). 
Curiosamente en este mismo estudio reportan para tumores valores de Ct similares a 
los registrados para las líneas celulares evaluadas en este trabajo. Para 
adenocarcinomas reportaron valores de Cts entre 23,7 y 29,2 y para tumores de origen 
escamocelular valores de Cts entre 23,6 y 29,5. En el presente trabajo se reportan 
valores de Cts entre 23,1 y 29,1  para las líneas celulares. Finalmente estos análisis 
indican que la expresión basal del gen CYP2C8 en tumores y líneas celulares de origen 
pulmonar es muy baja.  
 
Previo a estos análisis de expresión génica se evaluó la respuesta de las líneas frente al 
paclitaxel. Los resultados obtenidos se reportaron en términos de CI50 y de acuerdo a 
este valor se estableció el perfil de sensibilidad al fármaco. Cabe notar que el perfil 
reportado en este trabajo fue comparable a lo que se describe en la literatura. Teniendo 
en cuenta la importancia del valor de CI50 en este trabajo, se hizo el ejercicio de 
determinar como el tiempo de exposición al fármaco, el método para cuantificar la 
viabilidad celular y la aproximación matemática usada para hacer el cálculo modificaban 
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este valor de CI50. Como se esperaba los valores de CI50 cambian, sin embargo el perfil 
de sensibilidad se conserva en las diferentes condiciones evaluadas. 
 
Teniendo los resultados de expresión basal y de sensibilidad frente a paclitaxel se 
analizó la relación entre estas dos variables. Los resultados mostraron que no hay una 
correlación estadísticamente significativa (Coeficiente de correlación Person: r: 0,437; P= 
0,1351), lo que sugiere que la expresión basal de CYP2C8 no influye sobre la respuesta 
al paclitaxel en líneas celulares de origen tumoral pulmonar.  
 
En este trabajo también se quiso explorar la influencia del citocromo CYP2C8 sobre la 
respuesta al paclitaxel en un modelo de resistencia adquirida. Para responder a esto se 
emplearon tres modelos y en dos de ellos se observó un modesto incremento en la 
expresión del CYP2C8, sugiriendo que CYP2C8 puede llegar a contribuir con el 
desarrollo de resistencia. Cabe señalar que en otros ensayos se determinó si el paclitaxel 
inducía la expresión del gen y contrario a lo que se esperaba sólo en la línea A549 se 
observó un incremento en la expresión del CYP2C8, sugiriendo que no en todas las 
células de pulmón este gen es inducible. 
 
Teniendo en cuenta que la inducción de la expresión del gen CYP2C8 está directamente 
asociada con la actividad funcional de varios factores nucleares (CAR, PXR, GR y 
HNF4)(Ferguson et al., 2005), estos resultados llevan a cuestionar cómo se encuentran 
estos factores en las líneas celulares de pulmón, es probable que estos factores se estén 
expresando en la línea NCI-H23 y la línea A549, pero no en las otras líneas que se 
emplearon para este ensayo, lo que explicaría los resultados de los ensayos de inducción 
génica.  
 
Cabe señalar que aunque la expresión del CYP2C8 fue baja en las líneas celulares, fue 
claro que este gen es inducible por el paclitaxel y la rifampicina en algunas líneas de 
cáncer de pulmón, también fue evidente que su nivel de expresión basal cambia por 
efecto del tratamiento con el agente demetilante 5-aza-2ʼ-deoxicitidina. Este último 
resultado también deja abierta la idea de que la regulación de la expresión de este gen 
en células de pulmón puede estar asociada a los estados de metilación de sus regiones 
promotoras. 
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Por otro lado los resultados sobre las células CHO claramente demuestran que un 
aumento en la expresión del CYP2C8 conduce a que la potencia del fármaco se 
disminuya, si esto se analiza en términos de resistencia, claramente se podría señalar 
que este gen puede colaborar en el desarrollo de fenotipo.  
 
Aunque el eje central de esta investigación fue el gen CYP2C8, también se muestran 
resultados para los genes CYP34A, POR y MDR-1, teniendo en cuenta su participación 
en el metabolismo y transporte del paclitaxel. Con respecto a los resultados de expresión 
basal, estudios previos confirman que en pulmón no se expresa el gen CYP34A (Raunio 
et al., 1999; Biggs et al., 2007; Leclerc et al., 2010, 2011). Un estudio publicado por Biggs 
y colaboradores sugiere que la proteína LSF2 “Lung-Specific Factor-2” podría estar 
implicada en la represión de la expresión del CYP3A4 en pulmón. El mecanismo no está 
del todo claro, sin embargo ellos indican que esta proteína impide que elementos distales 
y proximales recluten proteínas que conforman la maquinaria que se requiere para que 
se active la transcripción del gen.  
 
La expresión y actividad funcional del gen POR ya había sido reportada previamente 
para líneas celulares de cáncer de pulmón (Yu et al., 2001), también para tejido normal y 
tejido tumoral (Czerwinski et al., 1994; Leclerc et al., 2010). Interesantemente los niveles 
de expresión detectados en las líneas celulares fueron comparables a los detectados en 
hígado. La expresión con respecto a la reportado para tejido normal y tumoral también es 
comparable de acuerdo a lo publicado por Leclerc y colaboradores (Leclerc et al., 2010). 
 
Los resultados de expresión del gen MDR-1 dejan ver que este gen se expresa 
constitutivamente en diferentes niveles en varias líneas de cáncer de pulmón, aunque 
también fue claro que hay líneas que no lo expresan. En los clones resistentes de la línea 
NCI-H23 se registró un incremento considerable en los niveles de expresión de este, 
teniendo en cuenta que su sobreexpresión se ha asociado con el desarrollo de 
resistencia, es probable que este resultado explique porque las línea NCI-H23 tomo 
mucho menos tiempo para alcanzar el fenotipo taxol-resistente. Cabe señalar que no se 
observó lo mismo en las células A549, sugiriendo que este gen no es único que está 
involucrado en el desarrollo de quimioresistencia.  
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La quimioresistencia es un fenómeno multifactorial que no depende de un sólo 
mecanismo en las células tumorales y al igual que la respuesta frente a un fármaco está 
condicionada a la interacción entre varios factores. En este contexto lo ideal para hacer 
una buena aproximación a un mecanismo de resistencia sería evaluar de manera 
simultánea el mayor número de variables o factores que podrían condicionar la aparición 
de este fenotipo, sin embargo no siempre esto es factible y se opta por analizar solo 
algunas de estas variables. En este trabajo se evaluó la influencia del CYP2C8 y se 
demostró que la contribución del mismo en el desarrollo de resistencia a paclitaxel puede 
ser mínimo en pulmón, debido a que los niveles de expresión a nivel local son muy bajos, 
al igual que sus niveles de inducción. 
 
 
  
 
5. Conclusiones y Recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
 El análisis genético del gen CYP2C8 muestra que después del alelo silvestre 
CYP2C8*1, el alelo CYP2C8*3 es el más frecuente en muestras de población 
colombiana (18%). Los alelos CYP2C8*4 y CYP2C8*2 también fueron detectados con 
una frecuencia del 8% y el 2% respectivamente. La distribución de estas variantes en 
los pacientes con cáncer de pulmón (n=68) cambió con respecto a lo observado en 
las muestras de voluntarios sanos. Siendo la variante CYP2C8*4, después del alelo 
silvestre la más frecuente en las muestras evaluadas. 
 
  La distribución de las formas polimórficas CYP2C8*2, CYP2C8*3 y CYP2C8*4 del 
gen CYP2C8 en la población Colombiana fue comparable a la reportada para 
caucásicos.  
 
 Los análisis por PCR en tiempo real demuestran que las líneas celulares de origen 
tumoral pulmonar muestran niveles de expresión detectables para los genes 
CYP2C8, POR y MDR-1, pero no para el gen CYP3A4. 
 
  Los niveles de expresión del gen CYP2C8 en líneas celulares y tejido tumoral 
pulmonar son bajos. La expresión en fibroblastos normales se consideró no 
detectable.  
 
 La expresión basal de CYP2C8 no influye sobre la respuesta al paclitaxel en líneas 
celulares de origen tumoral pulmonar. 
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 Los niveles de expresión del gen POR en líneas celulares de origen tumoral pulmonar 
son altos, estos niveles son comparables a los detectados en hígado y tejido 
pulmonar. 
 
  El gen MDR-1 se expresa de manera diferencial en líneas celulares de origen 
tumoral pulmonar.  
 
 El paclitaxel induce la expresión del gen CYP2C8 solo en algunas líneas celulares de 
origen tumoral pulmonar. 
 
 En líneas celulares resistentes a paclitaxel, no se observan cambios en la expresión 
del gen POR, pero si para el gen MDR-1 y CYP2C8. 
 
  La contribución del CYP2C8 en el desarrollo de resistencia a paclitaxel puede ser 
mínimo en pulmón, debido a que los niveles de expresión a nivel local son muy bajos, 
al igual que sus niveles de inducción. 
5.2 Recomendaciones 
 Explorar si por técnicas de PCR en tiempo real es posible genotipificar los alelos 
CYP2C8*2, CYP2C8*3 y CYP2C8*4 del gen CYP2C8 en las muestras de tejido 
tumoral embebido en parafina. 
 
 Realizar un análisis de secuencia para confirmar que las células A549, NCI-H522 y 
NCI-H1299 son portadoras del alelo CYP2C8*3.  
 
 Explorar la expresión de factores nucleares que participan en la inducción del 
citocromo CYP2C8 en líneas celulares de origen tumoral pulmonar.  
 
 Explorar si la regulación de la expresión del gen CYP2C8 en células de pulmón 
puede estar asociada a los estados de metilación de las regiones promotoras del gen. 
 
 
Conclusiones y Recomendaciones 111
 
 

  
 
6. Bibliografía 
Ajabnoor, G.M.A., Crook, T., and Coley, H.M. (2012). Paclitaxel resistance is associated 
with switch from apoptotic to autophagic cell death in MCF-7 breast cancer cells. Cell 
Death Dis. 3, 1–9. 
Alvarez, A.M., and Aristizábal, F.A. (2011). Evaluación del estado de metilación de genes 
supresores tumorales y amplificación de oncogenes, como marcadores moleculares en 
ADN libre en plasma de pacientes con cáncer pulmonar, atendidos en cuatro hospitales 
de Bogotá –Colombia. [ Recurso electrónico. 
Anttila, S., Raunio, H., and Hakkola, J. (2011). Cytochrome P450-mediated pulmonary 
metabolism of carcinogens: regulation and cross-talk in lung carcinogenesis. Am. J. 
Respir. Cell Mol. Biol. 44, 583–590. 
Anzenbacher, P., and Anzenbacherová, E. (2001). Cytochromes P450 and metabolism of 
xenobiotics. Cell. Mol. Life Sci. 58, 737– 747. 
Arango, E., Carmona-fonseca, J., and Blair, S. (2008). Susceptibilidad in vitro de 
aislamientos colombianos de Plasmodium falciparum a diferentes antipalúdicos. 
Biomedica 19, 213–223. 
Ari, F., Ikitimur, E.Í., and Ulukayama, E. (2010). The ATP Assay , but not the MTT assay , 
Detects Further Cytotoxicity of the Combination of Anthracycline-based Therapy with 
Histone Deacetylase Inhibitor (Valproic Acid ) in Breast Cancer Cells. Turkish J. Biochem. 
35, 293–299. 
ATCC (2012). Lung tumor cell lines. 
Bahadur, N., Leathart, J.B.S., Mutch, E., Steimel-Crespi, D., Dunn, S. a, Gilissen, R., 
Houdt, J. Van, Hendrickx, J., Mannens, G., Bohets, H., et al. (2002). CYP2C8 
polymorphisms in Caucasians and their relationship with paclitaxel 6alpha-hydroxylase 
activity in human liver microsomes. Biochem. Pharmacol. 64, 1579–1589. 
Balram, C., Sharma, a, Sivathasan, C., and Lee, E.J.D. (2003). Frequency of C3435T 
single nucleotide MDR1 genetic polymorphism in an Asian population: phenotypic-
genotypic correlates. Br. J. Clin. Pharmacol. 56, 78–83. 
Belani, C.P., and Langer, C. (2002). First-line chemotherapy for NSCLC: an overview of 
relevant trials. Lung Cancer 38 Suppl 4, 13–19. 
114 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
Bièche, I., Narjoz, C., Asselah, T., Vacher, S., Marcellin, P., Lidereau, R., Beaune, P., and 
de Waziers, I. (2007). Reverse transcriptase-PCR quantification of mRNA levels from 
cytochrome (CYP)1, CYP2 and CYP3 families in 22 different human tissues. 
Pharmacogenet. Genomics 17, 731–742. 
Biggs, J.S., Wan, J., Cutler, N.S., Hakkola, J., Raunio, H., and Yost, G.S. (2007). 
Transcription Factor Binding to a Putative Double E-Box Motif Represses CYP3A4 
Expression in Human Lung Cells. Mol. Pharmacol. 72, 514–525. 
Blomberg Jensen, M., Andersen, C.B., Nielsen, J.E., Bagi, P., Jørgensen, A., Juul, A., 
and Leffers, H. (2010). Expression of the vitamin D receptor, 25-hydroxylases, 1alpha-
hydroxylase and 24-hydroxylase in the human kidney and renal clear cell cancer. J. 
Steroid Biochem. Mol. Biol. 121, 376–382. 
Breier, A., Gibalova, L., Seres, M., Barancik, M., and Sulova, Z. (2013). New insight into 
p-glycoprotein as a drug target. Anticancer. Agents Med. Chem. 13, 159–170. 
Cabaleiro, T., Román, M., Ochoa, D., and Talegón, M. (2013). Evaluation of the 
relationship between sex, polymorphisms in CYP2C8 and CYP2C9, and 
pharmacokinetics of angiotensin receptor blockers. Drug Metab. Dispos. 41, 224–229. 
Cagle, P.T., and Chirieac, L.R. (2012). Advances in treatment of lung cancer with targeted 
therapy. Arch. Pathol. Lab. Med. 136, 504–509. 
Campbell, L.E.E., Abulrob, A.G., Kandalaft, L.E., Plummer, S., Hollins, A.J., Gibbs, A., 
Gumbleton, M., Biology, P.C., and C, U.K.L. (2003). Constitutive Expression of P-
Glycoprotein in Normal Lung Alveolar Epithelium and Functionality in Primary Alveolar 
Epithelial Cultures. Pharmacology 304, 441–452. 
Campling, B.G., Young, L.C., Baer, K.A., and Young, C. (1997). Expression of the MRP 
and MDR1 multidrug resistance genes in small cell lung cancer . Clin. Cancer Res. 3, 
115–122. 
Carl, F.J.D.I. (1997). Human Cytochrome P450 Enzymes : A status report summarizing 
their reactions,substrates,inducers, and inhibitors. Drug Metab. Rev. 29, 413–580. 
Carmona-Fonseca, J., Guzman-Pérez, V., and Maestre-Buitrago, A. (2009). Malaria : 
eficacia de amodiaquina-sulfadoxina-pirimetamina, estado nutricional y variantes alélicas 
del gen CYP2C8 *. Colomb. Med. 40, 103–113. 
Carre, M., Andre, N., Pourroy, B., Briand, C., and Braguer, D. (2002). Paclitaxel targets 
mitochondria upstream of caspase activation in intact human neuroblastoma cells. FEBS 
Lett. 532, 256–260. 
Bibliografía 115
 
 
Carrillo, E.F., and Aristizábal, F.A. (2007). Marcadores moleculares en la diferenciación 
histopatológica en casos colombianos de cáncer pulmonar [ Recurso electrónico ] 
Edward Fabian Carrillo Borda ; dir . Fabio Ancízar Aristizábal. Bogotá. 
Cascorbi, I. (2006). Role of pharmacogenetics of ATP-binding cassette transporters in the 
pharmacokinetics of drugs. Pharmacol. Ther. 112, 457–473. 
Castell, J. (2005). Metabolism and bioactivation of toxicants in the lung. The in vitro 
cellular approach. Exp. Toxicol. Pathol. 57, 189–204. 
Castro, C., Cardona, F., Revéiz, L., Serrano, J., Carranza, H., Vargas, C., Reguart, N., 
and Campo, F. (2010). Cáncer de pulmón de célula no pequeña metastásico Metastatic 
non-small cell lung cancer. Acta Médica Colomb. 2, 53–81. 
Cautiño E.M; Purata A; Hernández P. (2010). Citocromo P450 Biomarcador de 
Exposición Terapeútico-Toxicológico - Carcinogénico. Rev. Educ. Bioquímica 29, 39–52. 
Cavaco, I., Piedade, R., Gil, J.P., and Ribeiro, V. (2006). CYP2C8 Polymorphism among 
the Portuguese. Clin. Chem. Lab. Med. 44, 168–170. 
Chang, A. (2011). Chemotherapy, chemoresistance and the changing treatment 
landscape for NSCLC. Lung Cancer 71, 3–10. 
Chaudari, R., and Chaudari, D. (2011). Xenobiotic-induced Transcriptional Regulation of 
Enzymes. Int. J. Eng. Sci. Res. 1, 9–11. 
Chen, T., Wang, X., Sun, L., Wang, L., Xing, D., and Mok, M. (2008). Taxol induces 
caspase-independent cytoplasmic vacuolization and cell death through endoplasmic 
reticulum ( ER ) swelling in ASTC-a-1 cells. Cancer Lett. 270, 164–172. 
Chen, Y., Coulter, S., Jetten, A.M., and Goldstein, J.A. (2009). Identification of Human 
CYP2C8 as a Retinoid-Related Orphan Nuclear Receptor Target Gene. J. Pharmacol. 
Exp. Ther. 329, 192–201. 
Chen, Y., and Goldstein, J.A. (2010). The Transcriptional Regulation of the Human 
CYP2C Genes. Curr. Drug Metab. 10, 567–578. 
Cole, S.P.C. (1986). Rapid chemosensitivity testing of human lung tumor cells using the 
MTT assay. Cancer Chemother. Pharmacol. 17, 259–263. 
Cordero, C.P., Gómez-González, S., León-Acosta, C.J., Morantes-Medina, S.J., and 
Aristizabal, F. a (2004). Cytotoxic activity of five compounds isolated from Colombian 
plants. Fitoterapia 75, 225–227. 
Cordon, C., O´Brien, J., Boccia, J., Casals, D., Bertino, J., and Melamed, M. (1990). 
Expression of the Multidrug Resistance Gene Product (P-Glycoprotein) in Human Normal 
and Tumor Tissues. J. Histochem. Cytochem. 38, 1277–1287. 
116 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
Czerwinski, M., Mclemore, T.L., and Gelboin, H. V (1994). Quantification of CYP2B7 , 
CYP4B1 , and CYPOR Messenger RNAs in Normal Human Lung and Lung Tumors 
Quantification of CYP2B7 , CYP4B1 , and CYPOR Messenger RNAs in Normal. Cancer 
Res. 1085–1091. 
Dai, D., Zeldin, D.C., Blaisdell, J. a, Chanas, B., Coulter, S.J., Ghanayem, B.I., and 
Goldstein, J. a (2001). Polymorphisms in human CYP2C8 decrease metabolism of the 
anticancer drug paclitaxel and arachidonic acid. Pharmacogenetics 11, 597–607. 
Danesi, R., Braud, F.D.E., Fogli, S., Pas, T.M.D.E., Paolo, A.D.I., Curigliano, G., and 
Tacca, M.D.E.L. (2003). Pharmacogenetics of Anticancer Drug Sensitivity in Non-Small 
Cell Lung Cancer. Pharmacol. Rev. 55, 57–103. 
Dean, M., Hamon, Y., and Chimini, G. (2001). The human ATP-binding cassette (ABC) 
transporter superfamily. J. Lipid Res. 42, 1007–1017. 
Van der Deen, M., de Vries, E.G.E., Timens, W., Scheper, R.J., Timmer-Bosscha, H., and 
Postma, D.S. (2005). ATP-binding cassette (ABC) transporters in normal and pathological 
lung. Respir. Res. 6, 59. 
DeLoia, J. a, Zamboni, W.C., Jones, J.M., Strychor, S., Kelley, J.L., and Gallion, H.H. 
(2008). Expression and activity of taxane-metabolizing enzymes in ovarian tumors. 
Gynecol. Oncol. 108, 355–360. 
Dempke, W.C.M., Suto, T., and Reck, M. (2010). Targeted therapies for non-small cell 
lung cancer. Lung Cancer 67, 257–274. 
Derry, W.B., Wilson, L., and Jordan, M.A. (1995). Substoichiometric Binding of Taxol 
Suppresses Microtubule Dynamics. Biochemestry 34, 2203–2211. 
Ding, S., Chamberlain, M., McLaren, a, Goh, L., Duncan, I., and Wolf, C.R. (2001). Cross-
talk between signalling pathways and the multidrug resistant protein MDR-1. Br. J. Cancer 
85, 1175–1184. 
Ding, X., and Kaminsky, L.S. (2003). Human extrahepatic cytochromes P450: function in 
xenobiotic metabolism and tissue-selective chemical toxicity in the respiratory and 
gastrointestinal tracts. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 43, 149–173. 
Donato, M.T., and Boobis, A. (2002). Cytochrome P450 expression in human hepatocytes 
and hepatoma cell lines : molecular mechanisms that determine lower expression in 
cultured cells. Xenobiotica 32, 505–520. 
Du, L., Subauste, M.C., DeSevo, C., Zhao, Z., Baker, M., Borkowski, R., Schageman, 
J.J., Greer, R., Yang, C.-R., Suraokar, M., et al. (2012). miR-337-3p and its targets 
STAT3 and RAP1A modulate taxane sensitivity in non-small cell lung cancers. PLoS One 
7, e39167. 
Bibliografía 117
 
 
Duan, Z., Foster, Æ.R., and Seiden, M. V (2006). GBP1 overexpression is associated 
with a paclitaxel resistance phenotype. Cancer Chemother. Pharmacol. 57, 25–33. 
Dziadyk, J.M., Sui, M., Zhu, X., and Fan, W. (2004). Paclitaxel-induced Apoptosis May 
Occur without a Prior G2 / M-Phase Arrest. Anticancer Res. 24, 27–36. 
Enayetallah, A.E., French, R. a, and Grant, D.F. (2006). Distribution of soluble epoxide 
hydrolase, cytochrome P450 2C8, 2C9 and 2J2 in human malignant neoplasms. J. Mol. 
Histol. 37, 133–141. 
Escobar, L.M., and Aristizábal, F.A. (2010). Aplicación de un método fluorométrico para 
evaluar la proliferación celular en líneas celulares tumorales. Vitae 17, 173–180. 
Fallahi-sichani, M., Honarnejad, S., Heiser, L.M., Gray, J.W., and Sorger, P.K. (2013). 
Metrics other than potency reveal systematic variation in responses to cancer drugs. Nat. 
Chem. Biol. 
Fan, F., and Wood, K. V (2007). Bioluminescent Assays for High-Throughput Screening. 
Assay Drug Dev. Technol. 5, 127–136. 
Ferguson, S.S., Chen, Y., Lecluyse, E.L., Negishi, M., and Goldstein, J.A. (2005). Human 
CYP2C8 Is Transcriptionally Regulated by the Nuclear Receptors Constitutive Androstane 
Receptor , Pregnane X Receptor , Glucocorticoid Receptor , and Hepatic Nuclear Factor 
4 ␣. Mol. Pharmacol. 68, 747–757. 
Le Floch, H., Dominguez, C., Villena, A., Riviere, F., Gaspard, W., Ngampolo, I., Margery, 
I., and Vaylet, F. (2012). The non-surgical treatment 2012 Frances.pdf. Rev. Infirm. 184, 
17–18. 
Franklin, W., Noguchi, M., and Gonzales, A. (2010). Molecular and Cellular Pathology of 
Lung Cancer. In Principles and Practice of Lung Cancer: The Official Reference Text of 
the International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), H.I. Pass, D.P. 
Carbone, D.H. Johnson, J.D. Minna, G. V. Scagliotti, and A.T. Turrisi III, eds. 
(Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins (LWW)), pp. 287–324. 
Gan, L., Moltke, L.L. Von, Trepanier, L.A., Harmatz, J.S., Greenblatt, D.J., and Court, 
M.H. (2009). Role of NADPH-Cytochrome P450 Reductase and Cytochrome-b 5 / NADH-
b 5 Reductase in Variability of CYP3A Activity in Human Liver Microsomes ABSTRACT : 
Drug Metab. Dispos. 37, 90–96. 
Gao, Y., Liu, D., Wang, H., Zhu, J., and Chen, C. (2010). Functional characterization of 
five CYP2C8 variants and prediction of CYP2C8 genotype-dependent effects on in vitro 
and in vivo drug-drug interactions. Xenobiotica. 40, 467–475. 
García-Martín, E., Pizarro, R.M., Martínez, C., Gutierrez-Martín, Y., Pérez, G., Jover, R., 
and Agúndez, J.A. (2006). Acquired resistance to the anticancer drug paclitaxel is 
associated with induction of cytochrome P450 2C8. Pharmacogenomics 7, 575–585. 
118 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
Gascoigne, K.E., and Taylor, S.S. (2009). How do anti-mitotic drugs kill cancer cells? J. 
Cell Sci. 122, 2579–2585. 
Gemma, A., Li, C., Sugiyama, Y., Matsuda, K., Seike, Y., Kosaihira, S., Minegishi, Y., 
Noro, R., Nara, M., Seike, M., et al. (2006). Anticancer drug clustering in lung cancer 
based on gene expression profiles and sensitivity database. BMC Cancer 6, 174. 
Georgiadis, S., Gazdar, F., Russell, K., and Johnson, E. (1997). Paclitaxel Cytotoxicity 
against Human Lung Cancer Cell Lines Increases with Prolonged Exposure Durations. 
Clin. Cancer Res. 3, 449–454. 
Gharavi, N., and El-Kadi, A.O.S. (2004). Expression of cytochrome P450 in lung tumor. 
Curr. Drug Metab. 5, 203–210. 
Giaccone, G. (2002). Targeted therapy in non-small cell lung cancer. Lung Cancer 38 
Suppl 2, S29–32. 
Giaccone, G., and Pinedo, H. (1996). Drug Resistance. Oncologist 1, 82–87. 
Giannakakou, P., Robey, R., Fojo, T., and Blagosklonny, M. V (2001). Low concentrations 
of paclitaxel induce cell type-dependent p53 , p21 and G1 / G2 arrest instead of mitotic 
arrest : molecular determinants of paclitaxel-induced cytotoxicity. Oncogene 20, 3806–
3813. 
Giannakakou, P., Sackett, D.L., Kang, Y.K., Zhan, Z., Buters, J.T., Fojo, T., and 
Poruchynsky, M.S. (1997). Paclitaxel-resistant human ovarian cancer cells have mutant 
beta-tubulins that exhibit impaired paclitaxel-driven polymerization. J. Biol. Chem. 272, 
17118–17125. 
Goldie, J.H. (2001). Drug resistance in cancer: a perspective. Cancer Metastasis Rev. 20, 
63–68. 
Gottesman, M.M. (2002). Mechanism of Cancer Drug Resistance. Annu. Rev. Med. 53, 
615–627. 
Greshock, J., Bachman, K.E., Degenhardt, Y.Y., Jing, J., Wen, Y.H., Eastman, S., McNeil, 
E., Moy, C., Wegrzyn, R., Auger, K., et al. (2010). Molecular target class is predictive of in 
vitro response profile. Cancer Res. 70, 3677–3686. 
Guengerich, F.P. (2003). Cytochromes P450, Drugs, and Diseases. Mol. Interv. 3, 194–
204. 
Hanahan, D., and Weinberg, R. a (2011). Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 
144, 646–674. 
Bibliografía 119
 
 
Hartl, D.L. (2000). A Primer of Population Genetics. (Sunderland, Mássachussets. U.S.A: 
Sinauer Associates, Incorporated), pp. 26–31. 
Hasemann, C. a, Kurumbail, R.G., Boddupalli, S.S., Peterson, J. a, and Deisenhofer, J. 
(1995). Structure and function of cytochromes P450: a comparative analysis of three 
crystal structures. Structure 3, 41–62. 
Hasler, J., Estabrook, R., Murray, M., Pikuleva, I., Waterman, M., Capdevila, J., Holla, V., 
Helvig, C., Falck, J., Farrell, G., et al. (1999). Human Cytochromes P450. Mol. Aspects 
Med. 20, 1–137. 
Hedlund, E., Gustafsson, J., and Warner, M. (2001). Cytochrome P450 in the brain; a 
review. Curr. Drug Metab. 2, 245–263. 
Hendrikx, J., Lagas, J., Rosing, H., Schellens, J., Beijnen, J., and Schinkel, A. (2012). P-
glycoprotein and cytochrome P450 3A act together in restricting the oral bioavailability of 
paclitaxel. Int. J. Caner 132, 2439–2447. 
Henningsson, A., Marsh, S., Loos, W.J., Karlsson, M.O., Garsa, A., Mross, K., Mielke, S., 
Viganò, L., Locatelli, A., Verweij, J., et al. (2005). Association of CYP2C8, CYP3A4, 
CYP3A5, and ABCB1 polymorphisms with the pharmacokinetics of paclitaxel. Clin. 
Cancer Res. 11, 8097–8104. 
Heymach, J. V, Nilsson, M., Blumenschein, G., Papadimitrakopoulou, V., and Herbst, R. 
(2006). Epidermal Growth Factor Receptor Inhibitors in Development for the Treatment of 
Non − Small Cell Lung Cancer Epidermal Growth Factor Receptor Inhibitors in 
Development for reatment of Non ^ Small Cell Lung Cancer. Clin. Cancer Res. 12, 
4441s–4445s. 
Hichiya, H., Tanaka-kagawa, T., Soyama, A., Jinno, H., Koyano, S., Katori, N., 
Matsushima, E., Uchiyama, S., Tokunaga, H., Kimura, H., et al. (2005). Functional 
Characterization of Five Novel CYP2C8 variants, G171S, R186X, R186G and K383N, 
found in a Japanese Population. Drug Metab. Dispos. 33, 630–636. 
Hirsch, F.R., Bunn, P. a, Johnson, D.H., Giaccone, G., and Rosell, R. (2003). 
Introduction. Lung Cancer 41, 1. 
Honkakoski, P., and Negishi, M. (2000). Regulation of cytochrome P450 (CYP) genes by 
nuclear receptors. Biochem. J. 347, 321–337. 
Hruska, M.W., Amico, J. a, Langaee, T.Y., Ferrell, R.E., Fitzgerald, S.M., and Frye, R.F. 
(2005). The effect of trimethoprim on CYP2C8 mediated rosiglitazone metabolism in 
human liver microsomes and healthy subjects. Br. J. Clin. Pharmacol. 59, 70–79. 
Huang, Y. (2007). Pharmacogenetics/genomics of membrane transporters in cancer 
chemotherapy. Cancer Metastasis Rev. 26, 183–201. 
120 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
Hukkanen, J., Pelkonen, O., Hakkola, J., and Raunio, H. (2002). Expression and 
regulation of xenobiotic-metabolizing cytochrome P450 (CYP) enzymes in human lung. 
Crit. Rev. Toxicol. 32, 391–411. 
Hukkanen, J., Pelkonen, O., and Raunio, H. (2001). Expression of xenobiotic-
metabolizing enzymes in human pulmonary tissue: possible role in susceptibility for ILD. 
Eur. Respir. J. Suppl. 32, 122s–126s. 
Imyanitov, E.N., Kuligina, E.S., Belogubova, E. V., Togo, A. V., and Hanson, K.P. (2005). 
Mechanisms of lung cancer. Drug Discov. Today Dis. Mech. 2, 213–223. 
Ingelman-Sundberg, M., Sim, S.C., Gomez, A., and Rodriguez-Antona, C. (2007). 
Influence of cytochrome P450 polymorphisms on drug therapies: pharmacogenetic, 
pharmacoepigenetic and clinical aspects. Pharmacol. Ther. 116, 496–526. 
Jaakkola, T., Laitila, J., Neuvonen, P.J., and Backman, J.T. (2006). Pioglitazone is 
metabolised by CYP2C8 and CYP3A4 in vitro: potential for interactions with CYP2C8 
inhibitors. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 99, 44–51. 
Jiang, H., Zhong, F., Sun, L., Feng, W., Huang, Z.-X., and Tan, X. (2011). Structural and 
functional insights into polymorphic enzymes of cytochrome P450 2C8. Amino Acids 40, 
1195–1204. 
Jones, C.D., Cummings, I.G., Shipolini, A.R., and Mccormack, D.J. (2012). Does surgery 
improve prognosis in patients with small-cell lung carcinoma ? Interact. Cardiovasc. 
Thorac. Surg. 1–6. 
Jordan, M.A., Wendell, K., Gardiner, S., Derry, W.B., Copp, H., and Wilson, L. (1996). 
Mitotic Block Induced in HeLa Cells by Low Concentrations of Paclitaxel (Taxol) Results 
in Abnormal Mitotic Exit and Apoptotic Cell Death. Cancer Res. 56, 816–825. 
Jordan, M.A., and Wilson, L. (2004). Microtubules as a target for anticancer drugs. Nat. 
Rev. Cancer 4, 253–265. 
Jung, C. (2011). The mystery of cytochrome P450 Compound I: a mini-review dedicated 
to Klaus Ruckpaul. Biochim. Biophys. Acta 1814, 46–57. 
Kabiri, A., Esfandiari, E., Hashemibeni, B., Kazemi, M., Mardani, M., and Esmaeili, A. 
(2012). Effects of FGF-2 on human adipose tissue derived adult stem cells morphology 
and chondrogenesis enhancement in Transwell culture. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 424, 234–238. 
Kajosaari, L.I., Laitila, J., Neuvonen, P.J., and Backman, J.T. (2005). Metabolism of 
repaglinide by CYP2C8 and CYP3A4 in vitro: effect of fibrates and rifampicin. Basic Clin. 
Pharmacol. Toxicol. 97, 249–256. 
Bibliografía 121
 
 
Kanebratt, K.P., and Andersson, T.B. (2008). HepaRG Cells as an in Vitro Model for 
Evaluation of Cytochrome P450 Induction in Humans. Drug Metab. Dispos. 36, 137–145. 
Kavallaris, M., Kuo, D.Y., Burkhart, C. a, Regl, D.L., Norris, M.D., Haber, M., and Horwitz, 
S.B. (1997). Taxol-resistant epithelial ovarian tumors are associated with altered 
expression of specific beta-tubulin isotypes. J. Clin. Invest. 100, 1282–1293. 
Kim, J.H., Sherman, M.E., Curriero, F.C., Guengerich, F.P., Strickland, P.T., and Sutter, 
T.R. (2004). Expression of cytochromes P450 1A1 and 1B1 in human lung from smokers, 
non-smokers, and ex-smokers. Toxicol. Appl. Pharmacol. 199, 210–219. 
Klose, T.S., Blaisdell, J. a, and Goldstein, J. a (1999). Gene structure of CYP2C8 and 
extrahepatic distribution of the human CYP2Cs. J. Biochem. Mol. Toxicol. 13, 289–295. 
Köchl, S., Niederstätter, H., and Parson, W. (2005). ADN extraction and quantitation of 
forensic samples using the phenol-chloroform method and real-time PCR. In Methods in 
Molecular Biology, A. Carracedo, ed. (Totowa, Nj: Humana Press), pp. 13–30. 
Lechapt-Zalcman, E., Hurbain, I., Lacave, R., Commo, F., Urban, T., Antoine, M., 
Milleron, B., and Bernaudin, J.F. (1997). MDR1-Pgp 170 expression in human bronchus. 
Eur. Respir. J. 10, 1837–1843. 
Leclerc, J., Courcot-Ngoubo Ngangue, E., Cauffiez, C., Allorge, D., Pottier, N., Lafitte, J.-
J., Debaert, M., Jaillard, S., Broly, F., and Lo-Guidice, J.-M. (2011). Xenobiotic 
metabolism and disposition in human lung: transcript profiling in non-tumoral and tumoral 
tissues. Biochimie 93, 1012–1027. 
Leclerc, J., Tournel, G., Courcot-Ngoubo Ngangue, E., Pottier, N., Lafitte, J.-J., Jaillard, 
S., Mensier, E., Lhermitte, M., Broly, F., and Lo-Guidice, J.-M. (2010). Profiling gene 
expression of whole cytochrome P450 superfamily in human bronchial and peripheral 
lung tissues: Differential expression in non-small cell lung cancers. Biochimie 92, 292–
306. 
Li, X., Orkman, A.B.J., Andersson, T.B., Om, M.R., and Masimirembwa, C.M. (2002). 
Amodiaquine Clearance and Its Metabolism to N- Desethylamodiaquine Is Mediated by 
CYP2C8 : A New High Affinity and Turnover Enzyme-Specific Probe Substrate. J. 
Pharmacol. Exp. Ther. 300, 399–407. 
Liao, P., and Lieu, C. (2005). Cell cycle specific induction of apoptosis and necrosis by 
paclitaxel in the leukemic U937 cells. Life Sci. 76, 1623–1639. 
Ling, X., Bernacki, R.J., Brattain, M.G., and Li, F. (2004). Induction of survivin expression 
by taxol (paclitaxel) is an early event, which is independent of taxol-mediated G2/M arrest. 
J. Biol. Chem. 279, 15196–15203. 
Livak, K.J., and Schmittgen, T.D. (2001). Analysis of relative gene expression data using 
real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods 25, 402–408. 
122 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
Long, B.H., and Fairchild, C.R. (1994). Paclitaxel Inhibits Progression of Mitotic Cells to G 
1 Phase by Interference with Spindle Formation without Affecting Other Microtubule 
Functions during Anaphase and Telephase Paclitaxel Inhibits Progression of Mitotic Cells 
to G ! Phase by Interference. Cancer Res. 54, 4355–4361. 
Macé, K., Bowman, E., Vautravers, P., Harris, C., and Pfeirfer, A. (1998). Characterisation 
of xenobiotic-metabolising enzyme expression in human bronchial mucosa and peripheral 
lung tissues. Eur. J. Cancer 34, 914–920. 
Marchetti, P., Urien, S., Cappellini, G.A., Ronzino, G., and Ficorella, C. (2002). Weekly 
administration of paclitaxel: theoretical and clinical basis. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 44 
Suppl, S3–13. 
Martínez, C., García-Martín, E., Blanco, G., Gamito, F.J.G., Ladero, J.M., and Agúndez, 
J. a G. (2005). The effect of the cytochrome P450 CYP2C8 polymorphism on the 
disposition of (R)-ibuprofen enantiomer in healthy subjects. Br. J. Clin. Pharmacol. 59, 
62–69. 
Massimino, M., Vigneri, P., Fallica, M., Fidilio, A., Aloisi, A., Frasca, F., and Manzella, L. 
(2012). IRF5 promotes the proliferation of human thyroid cancer cells. Mol. Cancer 11, 21. 
Melguizo, C., Prados, J., Luque, R., Ortiz, R., Caba, O., Alvarez, P.J., Gonzalez, B., and 
Aranega, A. (2012). Modulation of MDR1 and MRP3 Gene Expression in Lung Cancer 
Cells after Paclitaxel and Carboplatin Exposure. Int. J. Mol. Sci. 13, 16624–16635. 
Meng, X., Wang, G., Liu, P., Hou, J., Jin, Y., Yu, Y., Bai, J., Chen, F., Sun, W., and Fu, S. 
(2011). ATP-binding cassette B1 gene polymorphisms, mRNA expression and 
chemosensitivity to paclitaxel in non-small cell lung cancer cells. Respirology 16, 1228–
1234. 
Meunier, B., de Visser, S.P., and Shaik, S. (2004). Mechanism of oxidation reactions 
catalyzed by cytochrome p450 enzymes. Chem. Rev. 104, 3947–3980. 
Michael, M., and Doherty, M.M. (2005). Tumoral drug metabolism: overview and its 
implications for cancer therapy. J. Clin. Oncol. 23, 205–229. 
Michaud, V., Frappier, M., Dumas, M.-C., and Turgeon, J. (2010). Metabolic activity and 
mRNA levels of human cardiac CYP450s involved in drug metabolism. PLoS One 5, 
e15666. 
Monzó, M., Rosell, R., Sánchez, J., Lee, J.S., O´Brate, A., González, L., Alberola, V., 
Lorenzo, J.C., Nuñez, L., Ro, J.Y., et al. (1999). Paclitaxel Resistance in Non – Small-Cell 
Lung Cancer Associated With Beta-Tubulin Gene Mutations. J. Clin. Oncol. 17, 1786–
1793. 
Bibliografía 123
 
 
Moos, P., and Fitzpatrick, F. (1998). Taxane-mediated gene induction is independent of 
microtubule stabilization : Induction of transcription regulators and enzymes that modulate 
inflammation and apoptosis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 95, 3896–3901. 
Morantes, S.J., Perdomo, S., Carrillo, E.F., and Aristizábal, F. (2013). Caracterización del 
perfil quimiosensibilidad y del estado de ampliación génica de un panel de líneas 
celulares de origen tumoral pulmonar. Rev. Colomb. Biotecnol. 15, 42–51. 
Morantes, S.J., Sanchez, A.J., Arango, C., Bueno, M.L., Rodriguez C., Aristizabal F. 
LSPG8G, A New Lung Cancer Cell Line Isolated and Characterized from a Large Cell 
Anaplastic Carcinome. Sometido  
Moreno-García, M.E., Sommer, K., Haftmann, C., Sontheimer, C., Andrews, S.F., and 
Rawlings, D.J. (2009). Serine 649 phosphorylation within the protein kinase C-regulated 
domain down-regulates CARMA1 activity in lymphocytes. J. Immunol. 183, 7362–7370. 
Mulshine, J.L., and Smith, R.A. (2002). Lung cancer * 2: Screening and early diagnosis of 
lung cancer. Thorax 57, 1071–1078. 
Murray, G.I., Taylor, M.C., McFadyen, M.C., McKay, J. a, Greenlee, W.F., Burke, M.D., 
and Melvin, W.T. (1997). Tumor-specific expression of cytochrome P450 CYP1B1. 
Cancer Res. 57, 3026–3031. 
Mutch, E., Daly, A.K., Leathart, J.B.S., Blain, P.G., and Williams, F.M. (2003). Do multiple 
cytochrome P450 isoforms contribute to parathion metabolism in man? Arch. Toxicol. 77, 
313–320. 
Muthiah, Y.D., Lee, W.L., Teh, L.K., and Ongà, C.E. (2005). Genetic polymorphism of 
CYP2C8 in three Malaysian ethnics : CYP2C8*2 and CYP2C8*3 are found in Malaysian 
Indians. J. Clin. Pharm. Ther. 30, 487–490. 
Nadin, L., and Murray, M. (1999). Participation of CYP2C8 in retinoic acid 4-hydroxylation 
in human hepatic microsomes. Biochem. Pharmacol. 58, 1201–1208. 
Nakagawa, K., Yokota, J., Wada, M., Sasaki, Y., Fujiwara, Y., Sakai, M., and Saijo, N. 
(1988). líneas celulares pulmón GST and Cisplatin Resistant.pdf. Cancer Sci. 79, 301–
304. 
Nakajima, M., Fujiki, Y., Noda, K., Ohtsuka, H., and Kyo, S. (2003). Genetic 
Polymorphisms of CYP2C8 in Japanese Population. Pharmacology 31, 687–690. 
Nakajima, T., Elovaara, E., Gonzalez, F.J., Gelboin, H. V., Raunio, H., Pelkonen, O., 
Vainio, H., and Aoyama, T. (1994). Styrene Metabolism by cADN-Expressed Human 
Hepatic and Pulmonary Cytochromes P450. Chem. Res. Toxicol. 7, 891–896. 
Nakajima, Y., Yoshitani, T., Fukushima-Uesaka, H., Saito, Y., Kaniwa, N., Kurose, K., 
Ozawa, S., Aoyagi, N., Kamatani, N., Yamamoto, N., et al. (2006). Impact of the 
124 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
haplotype CYP3A4*16B harboring the Thr185Ser substitution on paclitaxel metabolism in 
Japanese patients with cancer. Clin. Pharmacol. Ther. 80, 179–191. 
Naraharisetti, S.B., Lin, Y.S., Rieder, M.J., Marciante, K.D., Psaty, B.M., Thummel, K.E., 
and Totah, R. a (2010). Human liver expression of CYP2C8: gender, age, and genotype 
effects. Drug Metab. Dispos. 38, 889–893. 
Nebert, D.W. (2009). The Cytochrome P450 Homepage. Hum. Genet. 4, 59–65. 
Nebert, D.W., and Russell, D.W. (2002). Clinical importance of the cytochromes P450. 
Lancet 360, 1155–1162. 
Nebert DW, Adesnik M, Coon MJ, Estabrook RW, Gonzalez FJ, Guengerich FP, 
Gunsalus IC, Johnson EF, Kemper B, Levin W, et al. (1987). The P450 gene superfamily: 
Recommended Nomenclature. ADN 6, 1–11. 
Nebot, N., Crettol, S., Esposito, F., and Tattam, B. (2010). Participation of CYP2C8 and 
CYP3A4 in the N-demethylation of imatinib in human hepatic microsomes. Br. J. 
Pharmacol. 161, 1059–1069. 
Nicot, N., Hausman, J.-F., Hoffmann, L., and Evers, D. (2005). Housekeeping gene 
selection for real-time RT-PCR normalization in potato during biotic and abiotic stress. J. 
Exp. Bot. 56, 2907–2914. 
Niles, A.L., Moravec, R.A., and Riss, T.L. (2008). Update on in vitro cytotoxicity assays for 
drug development. 655–670. 
Nobili, S., Landini, I., Mazzei, T., and Mini, E. (2011). OvercomingTumor Multidrug 
Resistance Using Drugs Able to Evade P-Glycoprotein or to Exploit Its Expression. 1220–
1262. 
O’Brien, J., Wilson, I., Orton, T., and Pognan, F. (2000). Investigation of the Alamar Blue 
(resazurin) fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity. Eur. J. 
Biochem. 267, 5421–5426. 
Oguri, T., Ozasa, H., Uemura, T., Bessho, Y., Miyazaki, M., Maeno, K., Maeda, H., Sato, 
S., and Ueda, R. (2008). MRP7/ABCC10 expression is a predictive biomarker for the 
resistance to paclitaxel in non-small cell lung cancer. Mol. Cancer Ther. 7, 1150–1155. 
Okita, R., and Masters, B. (2004). Los Citocromos P450 y las Óxido Nítrico Sintetasas. In 
Bioquímica: Libro de Texto Con Aplicaciones Clínicas, T. Devlin, ed. (Barcelona: 
Reverte), p. 1216. 
Orellana B, M., and Guajardo T, V. (2004). Actividad del citocromo P450 y su alteración 
en diversas patologías. Rev. Med. Chil. 132, 85–94. 
Bibliografía 125
 
 
Padar, S., van Breemen, C., Thomas, D.W., Uchizono, J. a, Livesey, J.C., and Rahimian, 
R. (2004). Differential regulation of calcium homeostasis in adenocarcinoma cell line A549 
and its Taxol-resistant subclone. Br. J. Pharmacol. 142, 305–316. 
Paez, J.G., Jänne, P. a, Lee, J.C., Tracy, S., Greulich, H., Gabriel, S., Herman, P., Kaye, 
F.J., Lindeman, N., Boggon, T.J., et al. (2004). EGFR mutations in lung cancer: 
correlation with clinical response to gefitinib therapy. Science 304, 1497–1500. 
Paganotti, G.M., Gramolelli, S., Tabacchi, F., Russo, G., Modiano, D., Coluzzi, M., and 
Romano, R. (2012). Distribution of human CYP2C8*2 allele in three different African 
populations. Malar. J. 11, 125. 
Pandey, A. V, and Flück, C.E. (2013). NADPH P450 oxidoreductase: Structure, function, 
and pathology of diseases. Pharmacol. Ther. 138, 229–254. 
Panov, S.Z. (2005). Molecular biology of the lung cancer. Radiol. Oncol. 39, 197–210. 
Panvichian, R., Orth, K., Day, M.L., Day, K.C., Pilat, M.J., and Pienta, K.J. (1998). 
Paclitaxel-associated Multimininucleation Is Permitted by the Inhibition of Caspase 
Activation : A Potential Early Step in Drug Resistance. Cancer Res. 58, 4667–4672. 
Pardo, J., Martinez-Peñuela, A.M., Sola, J.J., Panizo, A., Gúrpide, A., Martinez-Peñuela, 
J.M., and Lozano, M.D. (2009). Large cell carcinoma of the lung: an endangered species? 
Appl. Immunohistochem. Mol. Morphol. 17, 383–392. 
Park, J.H., Lee, C.-T., Lee, H.W., Baek, H.J., Zo, J.I., and Shim, Y.M. (2005). 
Postoperative adjuvant chemotherapy for stage I non-small cell lung cancer. Eur. J. 
Cardiothorac. Surg. 27, 1086–1091. 
Park, Y.C., Hwang, Y., and Suh, H. (2000). Viability Evaluation of Engineered Tissues. 
Yonsei Med. J. 41, 836–844. 
Parness, J., and Horwitz, S.B. (1981). Taxol Binds to Polymerized Tubulin In Vitro. J. Cell 
Biol. 91, 479–487. 
Pechandova, K., Buzkova, H., Matouskova, O., Perlik, F., and Slanar, O. (2012). Genetic 
Polymorphisms of CYP2C8 in the Czech Republic. Genet. Test. Mol. Biomarkers 16, 
812–816. 
Pelkonen, O., and Raunio, H. (1997). Metabolic activation of toxins: tissue-specific 
expression and metabolism in target organs. Environ. Health Perspect. 105 Suppl , 767–
774. 
Pelkonen, O., Turpeinen, M., Hakkola, J., Honkakoski, P., Hukkanen, J., and Raunio, H. 
(2008). Inhibition and induction of human cytochrome P450 enzymes: current status. 
Arch. Toxicol. 82, 667–715. 
126 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
Perdomo, S., and Aristizábal, F. (2012). Alteraciones genéticas y epigenéticas como 
marcadores moleculares para cáncer pulmonar [Recurso electrónico ] Sandra Perdomo 
Lara ; dir . Fabio Ancízar Aristizábal. Bogotá. 
Pérez, I.A.G., Santana, S.P., Argudin, T.D., and Gardon, D.O.P. (2007). Analysis of blood 
processing conditions to obtain high-quality total RNA from human leukocyte concentrate. 
Genet. Mol. 6, 298–307. 
Piñeros, M., Pardo, C., Gamboa, O., and Hernández, G. (2010). Atlas de mortalidad por 
cáncer en Colombia 2010. 000, 33–50. 
Pore, M.M., Hiltermann, T.J.N., and Kruyt, F. a E. (2013). Targeting apoptosis pathways 
in lung cancer. Cancer Lett. 332, 359–368. 
Porter, T.D., and Coon, M.J. (1991). Cytochrome P-450. J. Biol. Chem. 266, 13469–
13472. 
Projean, D., Baune, B., Farinotti, R., Flinois, J., Beaune, P., Taburet, A., and Ducharme, 
J. (2003). In vitro metabolism of chloroquine : identification of CYP2C8 , CYP3A4 , and 
CYP2D6 as the main isoforms catalyzing N-desethylchloroquine formation. Drug Metab. 
Dispos. 31, 748–754. 
Pushkarev, V.M., Starenki, D. V, Saenko, V. a, Namba, H., Kurebayashi, J., Tronko, M.D., 
and Yamashita, S. (2004). Molecular mechanisms of the effects of low concentrations of 
taxol in anaplastic thyroid cancer cells. Endocrinology 145, 3143–3152. 
Rahman, A., Korzekwa, K.R., Grogan, J., Korzekwa, K., Gonzalez, F., and Harris, J.W. 
(1994). Selective Biotransformation of Taxol to 6 α-Hydroxytaxol by Human Cytochrome 
P450 2C8. Cancer Res. 54, 5543–5546. 
Ram, P.A., and Waxman, D.J. (1992). Thyroid Hormone Stimulation of NADPH P450 
Reductase Expression in Liver and Extrahepatic Tissues. J. Biol. Chem. 267, 3294–3301. 
Rampersad, S.N. (2012). Multiple applications of Alamar Blue as an indicator of metabolic 
function and cellular health in cell viability bioassays. Sensors (Basel). 12, 12347–12360. 
Rana, R., Chen, Y., Ferguson, S.S., Kissling, G.E., Surapureddi, S., Goldstein, J.A., and 
Al, R.E.T. (2010). Hepatocyte Nuclear Factor 4 a Regulates Rifampicin-Mediated 
Induction of CYP2C Genes in Primary Cultures of Human Hepatocytes. Drug Metab. 
Dispos. 38, 591–599. 
Raunio, H., Hakkola, J., Hukkanen, J., Lassila, a., Päivärinta, K., Pelkonen, O., Anttila, S., 
Piipari, R., Boobis, a., and Edwards, R.J. (1999). Expression of xenobiotic-metabolizing 
CYPs in human pulmonary tissue. Exp. Toxicol. Pathol. 51, 412–417. 
Bibliografía 127
 
 
Rehemtulla, A. (2012). Overcoming Intratumor Heterogeneity of Polygenic Cancer Drug 
Resistance with Improved Biomarker Integration. Neoplasia 14, 1278–1289. 
Rendic, S., Di Carlo, F.J., and Carl, F.J.D.I. (1997). Human Cytochrome P450 Enzymes : 
A status report summarizing their reactions,substrates,inducers, and inhibitors. Drug 
Metab. Rev. 29, 413–580. 
Robert, J., Vekris, A., Pourquier, P., and Bonnet, J. (2004). Predicting drug response 
based on gene expression. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 51, 205–227. 
Rodríguez-Antona, C., Niemi, M., Backman, J.T., Kajosaari, L.I., Neuvonen, P.J., 
Robledo, M., and Ingelman-Sundberg, M. (2008). Characterization of novel CYP2C8 
haplotypes and their contribution to paclitaxel and repaglinide metabolism. 
Pharmacogenomics J. 8, 268–277. 
Rosell, R., Fossella, F., and Milas, L. (2002). Molecular markers and targeted therapy with 
novel agents: prospects in the treatment of non-small cell lung cancer. Lung Cancer 38 
Suppl 4, 43–49. 
Rossi, A., Ricciardi, S., Maione, P., de Marinis, F., and Gridelli, C. (2009). Pemetrexed in 
the treatment of advanced non-squamous lung cancer. Lung Cancer 66, 141–149. 
Rouzier, R., Rajan, R., Wagner, P., Hess, K.R., Gold, D.L., Stec, J., Ayers, M., Ross, J.S., 
Zhang, P., Buchholz, T.A., et al. (2005). Microtubule-associated protein tau : A marker of 
paclitaxel sensitivity in breast cancer. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 102, 8315–8320. 
Roy, S., Kenny, E., Kennedy, S., Larkin, a, Ballot, J., Perez De Villarreal, M., Crown, J., 
and O’Driscoll, L. (2007). MDR1/P-glycoprotein and MRP-1 mRNA and protein expression 
in non-small cell lung cancer. Anticancer Res. 27, 1325–1330. 
Saito, Y., Katori, N., Soyama, A., Nakajima, Y., Yoshitani, T., Kim, S., Fukushima-uesaka, 
H., Kurose, K., Kaniwa, N., Ozawa, S., et al. (2007). CYP2C8 haplotype structures and 
their influence on pharmacokinetics of paclitaxel in a Japanese population. 
Pharmacogenet. Genomics 17, 461–471. 
Sakaeda, T. (2005). MDR1 Genotype-related Pharmacokinetics: Fact or Fiction? Drug 
Metab. Pharmacokinet. 20, 391–414. 
Sánchez-Céspedes, M. (2009). Lung cancer biology: a genetic and genomic perspective. 
Clin. Transl. Oncol. 11, 263–269. 
Sariman, N., Levent, E., Yener, N., Orki, A., and Saygı, A. (2012). Lung Cancer and 
Pregnancy. Lung Cancer En prensa,. 
Saunders, N. a, Simpson, F., Thompson, E.W., Hill, M.M., Endo-Munoz, L., Leggatt, G., 
Minchin, R.F., and Guminski, A. (2012). Role of intratumoural heterogeneity in cancer 
drug resistance: molecular and clinical perspectives. EMBO Mol. Med. 4, 675–684. 
128 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
Saviozzi, S., Cordero, F., Lo Iacono, M., Novello, S., Scagliotti, G. V, and Calogero, R. a 
(2006). Selection of suitable reference genes for accurate normalization of gene 
expression profile studies in non-small cell lung cancer. BMC Cancer 6, 200. 
Schwab, M., Eichelbaum, M., and Fromm, M.F. (2003). Genetic polymorphisms of the 
human MDR1 drug transporter. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 43, 285–307. 
Sekido, Y., Fong, K.M., and Minna, J.D. (2003). Molecular genetics of lung cancer. Annu. 
Rev. Med. 54, 73–87. 
Seliskar, M., and Rozman, D. (2007). Mammalian cytochromes P450--importance of 
tissue specificity. Biochim. Biophys. Acta 1770, 458–466. 
Selvey, S., Thompson, E.W., Matthaei, K., Lea, R. a, Irving, M.G., and Griffiths, L.R. 
(2001). Beta-actin--an unsuitable internal control for RT-PCR. Mol. Cell. Probes 15, 307–
311. 
Sève, P., Reiman, T., and Dumontet, C. (2010). The role of betaIII tubulin in predicting 
chemoresistance in non-small cell lung cancer. Lung Cancer 67, 136–143. 
Shah, R., Lu, Y., Hinkle, C.C., Mcgillicuddy, F.C., Kim, R., Hannenhalli, S., Cappola, T.P., 
Heffron, S., Wang, X., Mehta, N.N., et al. (2009). Gene Profiling of Human Adipose 
Tissue During Evoked Inflammation In Vivo. Diabetes 58, 2211–2219. 
Shanker, M., Willcutts, D., Roth, J.A., and Ramesh, R. (2010). Drug resistance in lung 
cancer. Lung cancerTargets Ther. 1, 23–36. 
Sharom, F.J. (2008). ABC multidrug transporters : structure , function and role in 
chemoresistance. Pharmacogenomics 9, 105–127. 
Shimomura, M., Yaoi, T., Itoh, K., Kato, D., Terauchi, K., Shimada, J., and Fushiki, S. 
(2012). Drug resistance to paclitaxel is not only associated with ABCB1 mRNA expression 
but also with drug accumulation in intracellular compartments in human lung cancer cell 
lines. Int. J. Oncol. 40, 995–1004. 
ŠKarda, J., Hajdúch, M., Fridman, E., Tichý, T., and Ofek, E. (2009). Distribution of 
multidrug resistance associated proteins in different histological subtypes and stages in 
operable non small cell lung cancer. A tissue microarray study. Int. J. Pathol. 8, 1–9. 
ŠKarda, J., Hajdúch, M., and Vítězslav, K. (2008). Drug resistance in lung cancer. Cancer 
Ther. 6, 377–388. 
Smoter, M., and BoADNr, L. (2011). The role of Tau protein in resistance to paclitaxel. 
Cancer Chemother. Pharmacol. 68, 553–557. 
Bibliografía 129
 
 
Sonnichsen, D., Liu, Q., Pappo, A., and Relling, V. (1995). In Human. J. Pharmacol. Exp. 
Ther. 275, 566–575. 
Soyama, a, Saito, Y., Hanioka, N., Murayama, N., Nakajima, O., Katori, N., Ishida, S., Sai, 
K., Ozawa, S., and Sawada, J.I. (2001). Non-synonymous single nucleotide alterations 
found in the CYP2C8 gene result in reduced in vitro paclitaxel metabolism. Biol. Pharm. 
Bull. 24, 1427–1430. 
Soyama, A., Hanioka, N., Saito, Y., Murayama, N., Ando, M., Ozawa, S., and Sawada, J. 
(2002a). Amiodarone N-Deethylation by CYP2C8 and its Variants ,CYP2C8*3 and 
CYP2C8 P404A. Pharmacol. Toxicol. 91, 174–178. 
Soyama, A., Saito, Y., Komamura, K., Ueno, K., Kamakura, S., Ozawa, S., and Sawada, 
J. (2002b). Five Novel Single Nucleotide Polymorphisms in the CYP2C8 Gene, One of 
which Induces a Frame-shift. Drug Metab. Pharmacokinet. 17, 374–377. 
Stewart, D.J. (2010). Lung Cancer Resistance to Chemotherapy. In Lung 
Cancer:Prevention, Management, and Emerging Therapies, D.J. Stewart, ed. (Houston, 
TX, USA: Humana Press), pp. 331–393. 
Strobel, T., Swanson, L., Korsmeyer, S., and Cannistra, S. (1996). BAX enhances 
paclitaxel-induced apoptosis through a p53-independent pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. 
93, 14094–14099. 
Sudo, T., Nitta, M., Saya, H., and Ueno, N.T. (2004). Dependence of Paclitaxel Sensitivity 
on a Functional Spindle Assembly Checkpoint. Cancer Res. 64, 2502–2508. 
Sumantran, V.N. (2011). Cellular Chemosensitivity Assays: An Overview. In CANCER 
CELL CULTURE Methods in Molecular Biology, I.A. Cree, ed. (Portsmouth UK: Humana 
Press), p. 493. 
Sun, Q., Chen, T., Wang, X., and Wei, X. (2010). Taxol induces paraptosis independent 
of both protein synthesis and MAPK pathway. J. Cell. Physiol. 222, 421–432. 
Sun, Q.-L., Sha, H.-F., Yang, X.-H., Bao, G.-L., Lu, J., and Xie, Y.-Y. (2011). Comparative 
proteomic analysis of paclitaxel sensitive A549 lung adenocarcinoma cell line and its 
resistant counterpart A549-Taxol. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 137, 521–532. 
Swanson, H.I. (2004). Cytochrome P450 expression in human keratinocytes: an aryl 
hydrocarbon receptor perspective. Chem. Biol. Interact. 149, 69–79. 
Taheri, M., Mahjoubi, F., and Omranipour, R. (2010). Effect of MDR1 polymorphism on 
multidrug resistance expression in breast cancer patients. Genet. Mol. Res. 9, 34–40. 
Taylor, I., Aguiar, M., Masse, R., and Gibbs, B.F. (2005). REGULATION OF 
CYTOCHROME P450 BY POSTTRANSLATIONAL MODIFICATION. Drug Metab. Rev. 
37, 379–405. 
130 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
Tee, M.K., Huang, N., Damm, I., and Miller, W.L. (2011). Transcriptional regulation of the 
human P450 oxidoreductase gene: hormonal regulation and influence of promoter 
polymorphisms. Mol. Endocrinol. 25, 715–731. 
Tompkins, L.M., and Wallace, A.D. (2007). Mechanisms of cytochrome P450 induction. J. 
Biochem. Mol. Toxicol. 21, 176–181. 
Torres, K., and Horwitz, S.B. (1998). Mechanisms of Taxol-induced cell death are 
concentration dependent. Cancer Res. 58, 3620–3626. 
Totah, R.A., and Rettic, A.E. (2005). Cytochrome P450 2C8: Substrates, inhibitors, 
pharmacogenteics, and clinical relevance. Clin. Pharmacol. Ther. 77, 341–352. 
Travis, W.D., Brambilla, E., Noguchi, M., Nicholson, A.G., Geisinger, K.R., Yatabe, Y., 
Beer, D.G., Powell, C. a, Riely, G.J., Van Schil, P.E., et al. (2011). International 
association for the study of lung cancer/american thoracic society/european respiratory 
society international multidisciplinary classification of lung adenocarcinoma. J. Thorac. 
Oncol. 6, 244–285. 
Turner, N.C., and Reis-Filho, J.S. (2012). Genetic heterogeneity and cancer drug 
resistance. Lancet Oncol. 13, e178–85. 
Twentyman, P.R., and Luscombe, M. (1987). A study of some variables in a tetrazolium 
dye (MTT) based assay for cell growth and chemosensitivity. Br. J. Cancer 56, 279–285. 
Ulukaya, E., Ozdikicioglu, F., Oral, A.Y., and Demirci, M. (2008). The MTT assay yields a 
relatively lower result of growth inhibition than the ATP assay depending on the 
chemotherapeutic drugs tested. Toxicol. In Vitro 22, 232–239. 
Vargens, D.D., Petzl-Erler, M.L., and Suarez-kurtz, G. (2012). Distribution of CYP2C 
Polymorphisms in an Amerindian Population of Brazil. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 
110, 396–400. 
Vergéres, G., and Waskell, L. (1995). Cytochrome b5, its functions, structure and 
membrane topology. Biochimie 77, 604–620. 
Verma, A., and Mehta, K. (2007). Development of Drug Resistance by Cancer Cells: A 
New Perspective. In Cancer Drug Resistance Research Perspectives, L. Torres, ed. (New 
York: Nova Science Publisher, Inc), pp. 1–6. 
Wang, M., Roberts, D.L., Paschke, R., Shea, T.M., Masters, B.S., and Kim, J.J. (1997). 
Three-dimensional structure of NADPH-cytochrome P450 reductase: prototype for FMN- 
and FAD-containing enzymes. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94, 8411–8416. 
Bibliografía 131
 
 
Wang, P., Henning, S.M., and Heber, D. (2010). Limitations of MTT and MTS -Based 
Assays for Measurement of Antiproliferative Activity of Green Tea Polyphenols. PLoS 
One 5, e10202. 
Wang, T.H., Wang, H.S., and Soong, Y.K. (2000). Paclitaxel-induced cell death: where 
the cell cycle and apoptosis come together. Cancer 88, 2619–2628. 
Waxman, E.S. (2008). Advances in chemotherapy for non-small cell lung cancer. Semin. 
Oncol. Nurs. 24, 49–56. 
Weise, A., Grundler, S., Zaumsegel, D., Klotzek, M., Gröndahl, B., and Forst, T. (2004). 
Development and evaluation CYP2C8 of Rapid and Reliable Method for Cytochrome 
P450 2C8 Genotyping. Clin. Lab. 50, 141–148. 
Wilkinson, G.R. (2005). Drug metabolism and variability among patients in drug response. 
N. Engl. J. Med. 352, 2211–2221. 
Willey, J.C., Coy, E.L., Frampton, M.W., Torres, A., Apostolakos, M.J., Hoehn, G., 
Schuermann, W.H., Thilly, W.G., Olson, D.E., Hammersley, J.R., et al. (1997). 2B7 , 
Microsomal Epoxide Hydrolase , and NADPH Oxidoreductase Expression in Lung Cells of 
Smokers and Nonsmokers. Cell. 
Winter, H, Y Wang, and Jashvant D Unadkat. (2000). “CYP2C8/9 Mediate Dapsone N-
Hydroxylation at Clinical Concentrations of Dapsone.” Drug Metabolism and Disposition 
28, (8): 865–868. 
Wong-Lee, J., and Lovett, M. (1993). Rapid and sensitive PCR method for identification of 
Mycoplasma species in tissue culture. In Diagnostic Molecular Microbiology Principles 
and Applications., D. Persing, T. Smith, F. Tenover, and T. White, eds. (Washington: 
American Society for Microbiology), pp. 257– 260. 
Wu, X., Zuo, J., Guo, T., and Yuan, L. (2013). CYP2C8 Polymorphism Frequencies 
Among Han, Uighur, Hui, and Mongolian Chinese Populations. Genet. Test. Mol. 
Biomarkers 17, 104–108. 
Yabuki, N., Sakata, K., Yamasaki, T., Terashima, H., Mio, T., Miyazaki, Y., Fujii, T., and 
Kitada, K. (2007). Gene amplification and expression in lung cancer cells with acquired 
paclitaxel resistance. Cancer Genet. Cytogenet. 173, 1–9. 
Yang, J.-X., Luo, Y., Qiu, H.-M., and Tang, W.-X. (2009). Characterization and resistance 
mechanisms of cisplatin-resistant human hepatocellular carcinoma cell line. Saudi Med. J. 
30, 35–40. 
Yang, X., Zhang, B., Molony, C., Chudin, E., Hao, K., Zhu, J., Gaedigk, A., Suver, C., 
Zhong, H., Leeder, J.S., et al. (2010). Systematic genetic and genomic analysis of 
cytochrome P450 enzyme activities in human liver. Genome Res. 20, 1020–1036. 
132 Análisis genético y funcional de polimorfismos de CYP2C8 en muestras de población 
colombiana: Implicaciones en la respuesta a paclitaxel en cáncer de pulmón
 
 
Yeo, C., Lee, S., Lee, S.S., Bae, S.K., Kim, E., Shon, J., Rhee, B.D., and Shin, J. (2011). 
Discovery of a Novel Allelic Variant of CYP2C8 , CYP2C8 * 11 , in Asian Populations and 
Its Clinical Effect on the Rosiglitazone Disposition In Vivo. Drug Metab. Dispos. 39, 711–
716. 
Yeung, T.K., Germond, C., Chen, X., and Wang, Z. (1999). The mode of action of taxol: 
apoptosis at low concentration and necrosis at high concentration. Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 263, 398–404. 
Yu, L.I.J., Matias, J., Scudiero, D.A., Hite, K.M., Monks, A., Sausville, E.A., Waxman, 
D.J., Cell, D., Biology, M., and Massachusetts, L.J.Y. (2001). P450 enzyme expression 
patterns in the NCI human tumor cell line panel. Pharmacology 29, 304–312. 
Yun, C., Shimada, T., and Guengerich, F.P. (1992). Roles of Human Liver Cytochrome 
P4502C and 3A Enzymes in the 3-Hydroxylation of Benzo ( a ) pyrene Roles. Cancer 
Res. 52, 1868–1874. 
Yvon, A., Wadsworth, P., and Jordan, M. (1999). Taxol Suppresses Dynamics of 
Individual Microtubules in Living Human Tumor Cells. Mol. Biol. Cell 10, 947–959. 
Zanger, U.M., and Schwab, M. (2013). Cytochrome P450 enzymes in drug metabolism: 
Regulation of gene expression, enzyme activities, and impact of genetic variation. 
Pharmacol. Ther. 138, 103–141. 
Zhang, S., Surapureddi, S., Coulter, S., Ferguson, S.S., and Goldstein, J.A. (2012). 
Human CYP2C8 is Post-transcriptionally Regulated by MicroRNAs 103 and 107 in 
Human Liver. Mol. Pharmacoly 82, 529–540. 
Zöchbauer-Müller, S., Gazdar, A.F., and Minna, J.D. (2002). Molecular pathogenesis of 
lung cancer. Annu. Rev. Physiol. 64, 681–708. 
Zumpe, C., Bachmann, C.L., Metzger, a U., and Wiedemann, N. (2010). Comparison of 
potency assays using different read-out systems and their suitability for quality control. J. 
Immunol. Methods 360, 129–140.  
 
  
  
 
A. Anexo: Densidades celulares empleadas para los 
ensayos de quimiosensibilidad 
Línea Celular Tasa de Crecimiento Reportada 
Densidad 
Celular 
A549 Rápida 2000 y 5000* 
LK-2 Intermedia 3500 
EBC-1 Intermedia 3500 
NCI-H23 Lenta 3500 
NCI-H838 Intermedia 3500 
NCI-H1395 Lenta 3500 
NCI-H1993 lenta 3500 
NCI-H1299 Intermedia 2000 
NCI-H522 Lenta 3500 
NNCI-H520 Lenta 3500 y 15000* 
NCI-H727 Intermedia 10000* 
NCI-H460 Rápida 2000 
NCI-H292 Intermedia 10000* 
MRC-5 Intermedia 3500 
LSPG8G Intermedia 2500 
A549-T12 Rápida 3500 
A549-T24 Rápida 3500 
CHO DUKX B11 Rápida 3500 
CHO DUKX B11 
CYP2C8+ /POR+ 
Rápida 3500 
 
* Densidades celulares calculadas (Morantes et al., 2013) y sugeridas para ensayos 
de citotoxicidad con 48h de exposición al fármaco. Las otras densidades fueron 
seleccionadas teniendo en cuenta el tamaño celular, la tasa de crecimiento y los 
niveles de confluencia observados después de 96 h de cultivo continúo. (24 de 
adherencia + 72 de exposición al fármaco. 
  
 
B. Anexo: Perfil de Quimiosensibilidad expresado en términos de 
CI50 para un panel de líneas celulares de origen tumoral pulmonar. 
Línea Celular  
Paclitaxel (M)  Cisplatino (M)  Doxorrubicina (M)  5 - Fluoracilo (M)  
MODELO 1 MODELO 2 MODELO 1 MODELO 2 MODELO 1 MODELO 2 MODELO 1 MODELO 2 
LSPG8G  8,01 ± 0,48a  13,48 ± 0,60 54,88 ± 5,35 44,32 ± 1,86 95,23, ± 9,35 111,3, ± 3,58 > 100  > 100  
NCI-H520  4,40 ± 0,60 5,83 ± 0,59 39,99 ± 2,80 33,56 ± 0,47 0,601 ± 0,11 0,601 ± 0,02 > 100  > 100  
NCI-H727  11,78 ± 0,91  17,95 ± 0,91 80,79 ± 0,43 58,74 ± 3,2 33,98 ± 4,74 2,29 ± 0,18 >100  >100  
NCI-H292  2,88 ± 0,23  4,6 ± 0,23 15,19 ± 1,01 27,39 ± 1,76 1,43 ± 0,11  1,68 ± 0,14 69,36 ±  10,04 81,28  ±  36,23
NCI-H460  8,42 ± 0,05  8,6 ± 0,049 98,44± 15,26 29,29 ± 5,98 19,90 ± 6,58 62,34 ± 5,81 >100 >100 
A549  13,28 ± 1,04 12,92 ± 1,09 35,92 ± 2,41 35,42 ± 1,73 0,38 ± 0,03  0,38 ± 0,03 >100 >100 
a Valores de concentración inhibitoria 50 (CI50) calculados a partir de una regresión no-linear provista por el programa estadístico GraphPad 
Prism®. Modelo 1: curva dosis respuesta – respuesta normalizada: "log (inhibitor) vs. normalized response -- variable slope"; Ecuación: 
Y=100/(1+10^((LogIC50-X)*HillSlope))). Modelo 2: curva dosis respuesta cuatro parámetros: “log (inhibitor) vs. response -- variable slope”; 
Ecuación Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogIC50-X)*HillSlope)) .Cada valor corresponde al promedio de tres ensayos independientes ± el 
error estándar 
  
 
C. Anexo: Resultados expresión POR en clones 
H23 resistentes a paclitaxel 
 
Muestra Ct Promedio
∆Ct         
( Ct gen 
Target) - (Ct 
gen 18S) 
Promedio
∆∆ Ct       
(∆Ct 
tratadas - 
(∆Ct  
DMSO) 
Fold 
change  
2^-(∆∆ 
Ct) 
H23 Parental 
23,018 
23,314 
13,31 
13,176 0,000 1,000 23,625 13,639 
23,3 12,579 
  
H23 TX-100 
  
23,191 
23,013 
13,398 
13,968 0,792 0,577 23,033 14,062 
22,815 14,445 
  
H23 TX-50 
  
23,506 
23,559 
14,655 
15,007 1,831 0,281 23,538 15,03 
23,632 15,335 
  
H23 TX-25 
  
27,908 
27,823 
16,482 
16,430 3,254 0,105 27,74 16,338 
27,82 16,469 
  
CONTROL (+) 
  
25,369 25,716 - - - - 
26,062 
18
s 
Muestra Ct Promedio
H23 Parental 
9,708 
10,138 9,986 
10,721 
  
H23 TX-100 
  
9,793 
9,045 8,971 
8,37 
  
H23 TX-50 
  
8,851 
8,552 8,508 
8,297 
  
H23 TX-25 
  
11,426 
11,393 11,402 
11,351 
* El tratamiento continuo con paclitaxel no induce la expresión del gen POR en los clones 
resistentes al fármaco. 
 
 
D. Resultados expresión CYP3A4 en clones H23 resistentes a 
paclitaxel  
C
YP
3A
4 
Muestra Ct Promedio
∆Ct         
( Ct gen 
Target) - (Ct 
gen 18S) 
Promedio
∆∆ Ct       
(∆Ct 
tratadas - 
(∆Ct  
DMSO) 
Fold 
change  
2^-(∆∆ 
Ct) 
H23 Parental 
40 
39,876  30,292 29,737  0,000  1,000 39,627 29,641
40 29,279
  
H23 TX-100 
  
38,665 
38,518  28,872 29,473  ‐0,264  1,201 38,755 29,784
38,134 29,764
  
H23 TX-50 
  
40 
38,052  31,149 29,500  ‐0,237  1,179 37,259 28,751
36,898 28,601
  
H23 TX-25 
  
39,087 
39,696  27,661 28,303  ‐1,435  2,703 40 28,598
40 28,649
  
CONTROL (+) 
21,774 22,146  ‐  ‐  ‐  ‐ 
22,518 
18
s 
Muestra Ct Promedio
H23 Parental 
9,708 
10,138 9,986 
10,721 
  
H23 TX-100 
  
9,793 
9,045 8,971 
8,37 
  
H23 TX-50 
  
8,851 
8,552 8,508 
8,297 
  
H23 TX-25 
  
11,426 
11,393 11,402 
11,351 
* El tratamiento continuo con paclitaxel induce un cambio en la expresión del gen CYP3A4, sin embargo los 
valores de Ct se mantienen en rangos que en donde la expresión se considera no detectablea no 
detectable. 
 
 
E. Anexo:  Expresión CYP2C8 A549 –NY Tratadas 
con 5-aza-2ʼ-deoxicitidina 
C
YP
2C
8 
Muestra Ct Promedio
∆Ct              
( Ct gen Target) - 
(Ct gen 18S) 
Promedio 
∆Ct 
∆∆ Ct     
(∆Ct 
tratadas 
- (∆Ct  
DMSO) 
Fold 
change 
2^-(∆∆ Ct)
A549 NY-5AZA 10 uM 
30,549
30,544 
20,355 
20,040 -6,350 81,59130,342 19,481 
30,741 20,284 
  
A549 NY -DMSO 0,1 % 
  
36,177
36,746 
25,633 
26,000 -0,390 1,310 36,938 26,295 
37,124 26,073 
A549 NY MEDIO 
35,856
36,637 
25,76 
26,390 0,000 1,000 36,019 25,787 
38,035 27,624 
18
s 
Muestra Ct Promedio
A549 NY-5AZA 10 uM 
10,194
10,504 10,861
10,457
  10,544
10,746 A549 NY -DMSO 0,1 % 10,643
  11,051
A549 NY MEDIO 
10,096
10,246 10,232
10,411
 
* El tratamiento con  5-aza-2ʼ-deoxicitidina  induce la expresión del gen CYP2C8  en las 
células A549 –NY. 
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ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN
Caracterización del perfil quimiosensibilidad y del estado de 
ampliación génica de un panel de líneas celulares de origen 
tumoral pulmonar
Characterization of chemosensitivity profile gene amplification status 
of a panel of lung cancer cell lines
Sandra Johanna Morantes*, Sandra Perdomo**, Edward Fabián Carrillo***,  
Fabio Aristizábal****
Resumen 
En este trabajo se presentan los resultados de un análisis de amplificación génica y de sensibilidad a fármacos antineoplá-
sicos, realizado para un panel de líneas celulares de origen tumoral pulmonar. Para los ensayos de quimiosensibilidad las 
células fueron tratadas durante 48 h con concentraciones variables de taxol, cisplatino, doxorrubicina y 5-fluoracilo. La 
citotoxicidad de los fármacos se cuantificó usando el ensayo de reducción de resazurina y se reportó en valores de con-
centración inhibitoria 50 (CI50). Para los análisis de amplificación génica se emplearon sondas TaqMan® dirigidas contra 
los genes AKT2, PIK3CA, ERBB2, EGFR, c-REL y genes de la familia MYC. El número de copias para cada gen fue calculado 
usando el método de doble delta Ct, empleando ACTB como gen de referencia y la línea MRC-5 como muestra control. 
Los resultados mostraron que la viabilidad de todas las líneas celulares se afectó por el tratamiento con taxol, cisplatino y 
doxorrubicina, pero no con el tratamiento con 5-fluoracilo. Las CI50 calculadas se ubicaron entre 0,38 ± 0,03 mM y 111,3 ± 
3,58 mM, siendo el taxol y la doxorrubicina los fármacos más potentes. Del panel evaluado las células NCI-H292 resultaron 
ser las más sensibles y las células LSPG8G las más resistentes a los fármacos. Interesantemente en las células NCI-H292 
ningún gen se encontró amplificado; por el contrario en las células LSPG8G los genes cMYC, MYCN, MYCL y AKT2 mostra-
ron un aumento en el número de copias con respecto al de las células control. Estos resultados sugieren que eventos de 
amplificación génica podrían contribuir con el fenómeno de quimioresistencia en líneas celulares de cáncer de pulmón, sin 
embargo otros estudios deben realizarse para confirmar esta hipótesis. 
Palabras clave: cáncer de pulmón, citotoxicidad in vitro, dosis génica, NCI-H292, LSPG8G.
Abstract
In this paper, we show results of anticancer drug sensitivity assays and studies of gen amplification performed for a panel of 
lung cancer cell lines. For the chemosensitivity assays the cells were treated for 48 h with different concentrations of taxol, 
cisplatin, doxorubicin and 5-fluorouracil. The cytotoxic effect of each drug was determined using the resazurin reduction 
assay and reported in terms of inhibitory concentration 50 (IC50). For the analysis of gene amplification we used TaqMan® 
probes designed against AKT2, PIK3CA, ERBB2, EGFR, REL and MYC family members. Copy number for each gene was 
calculated using the delta-delta-CT method, employing ACTB as reference gen and MRC-5 cell line as control sample. In 
the chemosensitivity assays, we observed a clear decrease in cell viability in the cells treated with taxol, cisplatin and doxo-
rubicin but not in the cells treated with 5-fluorouracil. IC50 values ranging between 0,38± 0,03 mM and 111,3 ±3,58 mM, 
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Introducción
Las líneas celulares derivadas desde tumores huma-
nos han constituido uno de los modelos preclínicos 
más empleados para estudiar las bases genéticas y 
moleculares del cáncer de pulmón. Antes de su esta-
blecimiento, la mayoría de las investigaciones alrede-
dor de esta enfermedad progresaban lentamente, sin 
embargo con su desarrollo, hoy ya se conocen dife-
rentes cambios a nivel molecular relacionados con la 
transformación tumoral, el desarrollo de metástasis y 
la aparición de quimioresistencia (Miller, 2005). 
La quimioresistencia es uno de los principales obs-
táculos para el tratamiento del cáncer de pulmón 
(ŠKarda et al., 2008) y puede presentarse en respues-
ta al tratamiento (resistencia adquirida) o al momento 
del diagnóstico (resistencia intrínseca). La selección 
de clones quimioresistentes a partir de líneas celu-
lares expuestas a concentraciones crecientes de 
fármacos antitumorales, es una de las aproximacio-
nes más empleadas para estudiar la resistencia ad-
quirida. En estos ensayos un criterio que define las 
diferencias entre la sensibilidad de la línea parental 
(no tratada) y la línea resistente (tratada), es el valor 
de la concentración inhibitoria 50 (CI50). Sin embargo, 
para realizar estas comparaciones hay ciertos aspec-
tos que deben considerarse, pues se ha demostrado 
que este valor, puede cambiar dependiendo de los 
tiempos de duplicación de la línea celular empleada, 
los tiempos de exposición al fármaco, el número de 
células tratadas y el método usado para cuantificar la 
viabilidad celular (Sumantran, 2011; Ari et al., 2010; 
Zumpe et al., 2010; Ulukaya et al., 2008). 
La amplificación génica es uno de los mecanismos 
más frecuentes de activación de oncogenes en los 
tumores sólidos (Starczynowski et al., 2011). Es un 
evento a nivel celular que se caracteriza por un in-
cremento en el número de copias de un gen o región 
cromosómica y se asocia comúnmente con sobreex-
presión de los genes implicados (Albertson, 2006). 
En cáncer de pulmón y otros tumores sólidos se ha 
reportado que los oncogenes MYC, MYCN, MYCL, 
EGFR, AKT-2, ERBB2, PIK3CA y REL pueden estar am-
plificados (Santarius et al., 2010; Alvarez et al., 2012). 
Por otro lado, la relación de dosis génica y respues-
ta a fármacos se ha establecido en algunos trabajos, 
aunque la mayoría se enfocan en genes que codifi-
can para dianas terapéuticas (Cappuzzo et al., 2005) 
y/o proteínas transportadoras (Yasui et al., 2004). 
En este trabajo se establecieron las condiciones para 
realizar pruebas de quimiosensibilidad a 48 h de expo-
sición, usando líneas celulares de cáncer de pulmón 
con diferentes tiempos de duplicación y empleando 
el ensayo de reducción de resazurina como método 
indirecto para evaluar viabilidad celular. Se compara 
el perfil de sensibilidad frente a fármacos antineoplá-
sicos con diferentes mecanismos de acción y se ca-
racteriza el estado de amplificación génica (número 
de copias promedio por genoma) para el grupo de 
oncogenes atrás descritos. Al final se identifican líneas 
celulares sensibles y resistentes a quimioterapéuticos 
y se presentan resultados que pueden servir de sopor-
te para comenzar estudios de amplificación génica en 
modelos in vitro de resistencia adquirida. 
Materiales y métodos
Líneas celulares y condiciones de cultivo
Se emplearon las líneas celulares LSPG8G (aislada en 
el laboratorio a partir de un carcinoma anaplásico de 
célula grande) A549 (adenocarcinoma), NCI-H520 
(carcinoma escamocelular), NCI-H727 (carcinoide), 
NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide), NCI-H460 
(carcinoma anaplásico de célula grande) y MRC-5 (fi-
broblastos normales de pulmón). Todas las células fue-
ron propagadas en frascos de cultivo celular de 75 cm2, 
a 37°C, en atmósfera con 5% de CO2 y medio RPMI-
1640, suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino, 
penicilina 100 U/ml y estreptomicina a 100 mg/ml. 
being the taxol and doxorubicin the most potent drugs. NCI-H292 cell line was the most sensitivity and LSPG8G cell line 
was the most resistant. Interestingly, NCI-H292 cells did not show increase in the copy numbers for the gene evaluated, 
in contrast, we observed changes in the gene dosage for cMYC, MYCN, MYCL and AKT2 in LSPG8G cells. These results 
suggest that gene amplification could contribute to drug resistance in lung cancer cell lines; however, more studies are 
needed to confirm this hypothesis. 
Key words: lung cancer, in vitro cytotoxicity, gene dosage, NCI-H292, LSPG8G.
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Fármacos
Se emplearon las formas comerciales de los fármacos: 
paclitaxel, cisplatino, doxorrubicina HCl y 5-fluoroura-
cilo. Se evaluaron cinco diluciones seriadas en diferen-
tes rangos de concentración y cada dilución se evaluó 
por triplicado. La concentración de partida se modificó 
dependiendo del fármaco, para el taxol la concentra-
ción inicial fue de 100 mM, para cisplatino, doxorubici-
na y 5-fluorouracilo fue de 300 mM.
Selección de densidades de trabajo para los ensayos 
de quimiosensibilidad
Para garantizar un crecimiento exponencial de las cé-
lulas durante el tiempo de exposición a los fármacos, 
se calculó la densidad celular óptima de trabajo. Para 
calcularla, se tuvo en cuenta el tiempo de duplicación 
poblacional de las células, el porcentaje de confluen-
cia en las placas de 96 pozos después de 48 h y 72 
h de cultivo y los resultados de linealidad obtenidos a 
partir del ensayo de reducción de resazurina. La den-
sidad se seleccionó a partir de un grupo de 6 densida-
des (5 x103, 7,5 x 103, 12,5 x 103, 1,5 x 104 y 2 x 104  
células por pozo). Cada densidad celular fue sembra-
da en triplicado usando 100 µl de medio de cultivo, e 
incubadas bajo las mismas condiciones en las que se 
realizan los ensayos de quimiosensibilidad (descritos 
adelante). Luego se realizó el ensayo de reducción de 
resazurina y se verificó si se mantenía una relación li-
neal entre la fluorescencia emitida por las células que 
metabolizaron la resazurina y las densidades sembra-
das en los pozos.
Ensayos de Quimiosensibilidad 
Las células en fase de crecimiento exponencial, fueron 
tripsinizadas, contadas en cámara de Neubauer y sem-
bradas en las densidades celulares seleccionadas. Las 
placas se incubaron por 24 h a 37°C para permitir la 
adhesión al soporte. Transcurrido este tiempo la mo-
nocapa celular fue expuesta durante 48 h a 100 mL de 
las diluciones de cada fármaco. Luego se cuantificó 
el efecto citotóxico mediante el ensayo de reducción 
de resazurina. Cada ensayo de quimiosensibilidad se 
realizo por triplicado, en semanas diferentes.  
Ensayo de reducción de resazurina
Para realizar este ensayo el medio con los trata-
mientos se remplazó por 100 ml de medio con re-
sazurina a una concentración final de 44 mM. Las 
placas se incubaron por 4 horas y la fluorescencia 
emitida por las células viables y/o metabólicamente 
activas se cuantificó usando un espectroflouróme-
tro a una longitud de onda de excitación de 535 y 
una de emisión de 595 (O’Brien et al., 2000). Las 
unidades de fluorescencia emitidas por las células 
tratadas se transformaron a porcentajes de super-
vivencia normalizando con las unidades de fluores-
cencia emitidas por las células control (células sin 
tratamiento). En todos los casos se asumió un 100% 
de supervivencia en las células sin tratamiento, al 
final la respuesta celular se graficó en función del 
logaritmo de la concentración y a partir de la cur-
va dosis-respuesta se calcularon los valores de CI50, 
usando el programa estadístico GraphPad Prism® 
versión 5 (GraphPad Software Inc). 
Extracción de ADN genómico para análisis 
moleculares
Las células en un 80% de confluencia fueron lava-
das con PBS y tratadas con una solución de tripsi-
na (0,025%) – EDTA (0,03%) durante 5 minutos. 
La suspensión obtenida se centrifugó a 1200 rpm x 
5 minutos y se descartó el sobrenadante. El botón 
celular obtenido se resuspendió en 200 µl de una 
solución de Tris-HCl 50mM pH 8.0, acetato de cal-
cio 2 mM con 200 µg de proteinasa K. La mezcla 
se incubó a 55°C por una hora y luego a 95°C por 
5 minutos para inactivar la enzima. Inmediatamente 
después el ADN se recuperó por extracción con 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y preci-
pitación con etanol. Su cuantificación se realizó por 
métodos espectrofotométricos.
Análisis de número de copias o dosis génica
Los análisis se realizaron por PCR en tiempo real 
empleando el sistema ABI® 7500 Prism (Applied 
Biosystems), en un volumen final de 25 µl y en mez-
clas de reacción multiplex preparadas con 0,04 µM 
de cebadores, 0,375 µM de sondas, 1x de Master 
Mix y 20ng de ADN. El programa de PCR utilizado 
para la detección de los fragmentos incluyó un ciclo 
de 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos 15 s a 95°C 
y 1 min a 61°C. La dosis génica fue determinada 
empleando el método comparativo de doble delta 
Ct (2-ΔΔCt). En todos los ensayos se usó el gen ACTB 
como gen referencia y ADN de las células MRC-5 
(fibroblastos normales de pulmón) como muestra 
control. Un valor de	 2-ΔΔCt mayor a 2 se consideró 
como amplificación génica (Huang et al., 2007). La 
secuencia de las sondas TaqMan® y los cebadores 
usados en este ensayo se reportan en estudios 
previos (Perdomo et al., 2012; Alvarez et al., 2012) 
y se muestran en la tabla 1. 
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Resultados 
Selección de densidades de trabajo para ensayos 
quimiosensibilidad
Al graficar las unidades relativas de fluorescencia 
(URF) en función de las densidades celulares se deter-
minó que las líneas LSPG8G, NCI-H292, NCI-H520 y 
NCI-H727 después de 72 h de crecimiento continuo, 
muestran una respuesta lineal frente a la reducción de 
resazurina cuando se siembran entre 5000 y 20000 
células por pozo (figura 1). Para la línea A549 se 
mantiene la tendencia lineal solo entre 5000 y 12500 
células por pozo. En densidades mayores se pierde 
esta tendencia y a las 48 h se observa un 100% de 
confluencia, un nivel que no garantiza el crecimiento 
exponencial de las células durante el tiempo de trata-
miento y por tanto la confiabilidad de los resultados de 
los ensayos de citotoxicidad. Para el resto de las líneas, 
en densidades menores a 15000 células por pozo, se 
observaron niveles de confluencia entre un 50 - 70% a 
las 48 h y entre el 70 y 95% a las 72 h de cultivo; la ma-
yor confluencia a las 72 h se observa para las células 
con mayor tamaño (LSPG8G) y con tiempos de dupli-
cación cortos (A549). La menor confluencia se obser-
vó para la línea NCI-H520, una línea con un tiempo de 
duplicación de 61 h y en general más pequeña que el 
resto de células del panel. En el tabla 2 se resumen los 
resultados del análisis de linealidad, se muestran los 
valores R2 y los porcentajes de confluencia observados 
a las 72 h de cultivo para las densidades de trabajo se-
leccionadas. Una densidad de trabajo de 15000 célu-
las por pozo se recomendó para las células NCI-H460 
en un estudio previo (Prieto & Aristizábal, 2009).
Tabla 1.  Secuencia  de  cebadores y sondas Taqman empleadas para la cuantificación de dosis génica por PCR multiplex.
GEN SONDA (5’- 3’) CEBADOR DERECHO(5’- 3’) CEBADOR IZQUIERDO (5’- 3’)
ERBB2 (Tamra) ATCCGTCCGCCTCAGCCTCCCAAA (Hex) GTCTTGAACTCCCCACCTCAG ACAGACGGTACACACTTTTAAAGG
EGFR (Fam) AACTAACCGCCGCCAGCACCACC (Tamra) GACCTGGGAGCTGGGAGAAC ACCTGCCTTTTGCCAACGAG
AKT2 (Tamra) ACCACGAGCCACGGAAGCCAGTCA (Rox) AGACCTGGGCTGGTGATGTG CAGACTGTGGGACCTTTCTCTC
MYC (Tamra) ACCAGCAGCAGCAGCAGAGCGA (Rox) TCTACTGCGACGAGGAGGAG GCAGCAGCTCGAATTTCTTCC
MYCN (Tamra) CGCCGCTTCTCCACAGTGACCACG (Hex) AGGAAGATGAAGAGGAAGAAATCG TGACAGCCTTGGTGTTGGAG
MYCL1 (Tamra) ACCTGGAGACACCTGGACACGCCC (Tamra) CCTAAGAGACCTTCAAGCCAGTG CCAGATATGGGGCTCATAACACC
REL (Tamra)TCCCTGCCTTTGCTCACGCTGCTT (Rox) GGATTTTGGCAAGGTGAGTGG ACAGCATTTAACATGCATTTAGCC
PI3KCA (Tamra)AGTGCCGCTGCTGCTCCGACAAC (Joe) AGCAGACCCAGTACCTGTCC AGGGTTGGTCTTCTATGAGAATC
ACTB (Tamra) TTGCCTCCCGCCCGCTCCCG (Fam) CCGTCTTCCCCTCCATCGTG GGCTCCTGTGCAGAGAAAGC
Figura 1. Unidades Relativas de Fluorescencia (URF) en función del número de células por pozo. Fluorescencia (ιex 535 nm y ιem 
595 nm) para las líneas LSPG8G (), NCI-H520 (), NCI-H727 (•) y NCI-H292 (), después de 72 h de cultivo continúo. Cada 
punto en la grafica representa el promedio de tres repeticiones ± el error estándar de la media.
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Ensayos de quimiosensibilidad
Los resultados de tres experimentos independientes 
muestran que bajo nuestras condiciones de ensayo, 
los fármacos cisplatino, taxol y doxorrubicina HCl, 
afectan la actividad metabólica de todas las líneas 
en rangos de concentración del orden mΜ. Al probar 
rangos del orden nanomolar, las células conservan la 
capacidad de metabolizar la resazurina y los valores 
de fluorescencia emitidos por las células tratadas son 
comparables a los valores observados en las células 
sin tratamiento. Cuando las células fueron tratadas con 
5-fluoracilo, la reducción de la capacidad metabólica 
y/o viabilidad celular solo fue evidente en concentra-
ciones mayores a 1mM.
En general la actividad citotóxica de los fármacos fue 
dependiente de la concentración, aunque no en todos 
los casos se observó una respuesta lineal. En la figura 2 
se observa la tendencia de las curvas dosis–respuesta 
obtenidas para las células LSPG8G tratadas con taxol, 
cisplatino y doxorrubicina. Una tendencia que fue simi-
lar en la mayoría de las líneas.  En la figura 3 se grafica el 
comportamiento bifásico observado en las células A549 
tratadas por 48 h con doxorrubicina, una tendencia que 
fue reproducible sólo en esta línea. En cuanto a la sen-
sibilidad frente a los fármacos se pudo ver que la línea 
NCI-H292 es una de las más sensibles, especialmente a 
taxol y doxorubicina y las células LSPG8G y NCI-H460 
tienden a ser las más resistentes, especialmente a doxo-
rubicina. Los valores de las CI50 calculados para todas las 
líneas se muestran en la figura 4.
Análisis de amplificación génica (dosis génica)
Empleando el método de doble delta Ct, se calculó la 
dosis génica para c- MYC, MYCN, MYCL, EGFR, AKT-2, 
ERBB2, PIK3CA y c-REL para un panel de líneas celulares 
de origen tumoral pulmonar. Para validar el uso de este 
método previamente se verificó que la eficiencia de am-
plificación de los genes problema fuera comparable a la 
eficiencia del gen control (ACTB) (Perdomo et al., 2012).
Los resultados mostraron que ningún gen se encuentra 
amplificado en las células A549 y NCI-H292, por el con-
trario un claro aumento en el número de copias fue ob-
servado para las líneas LSPG8G, NCI-H460, NCI-H520, 
NCI-H727, siendo común la amplificación de MYCN y 
MYCL en estas líneas. El mayor cambio en la dosis géni-
ca se registró para el gen cMYC en las células LSPG8G 
y para el gen PIK3CA en las células NCI-H460. Coinci-
dencialmente en estas dos últimas líneas se observó el 
mayor número de genes amplificados y mostraron ser 
de las más resistentes del panel. En la tabla 3 se muestra 
la dosis génica calculada para todas las líneas celulares. 
Discusión
Los análisis de quimiosensibilidad muestran que las 
líneas celulares responden diferente frente a los fár-
Tabla 2. Relación de densidades celulares recomendadas para realizar ensayos de quimiosensibilidad en líneas celulares de cáncer 
de pulmón
Línea 
Celular
Tipo 
Histológico
R2 1 TDP2 Densidad3
Confluencia 
(%) 4
LSPG8G
Indiferenciado de 
Célula grande
0,95 48 h 10000 80-95%
NCI-H520 Escamocelular 0,95 61 h 15000 70-80%
NCI-H727 Carcinoide 0,97 48 h 10000 80-90%
NCI-H292 Mucoepidermoide 0,99 48 h 10000 80-90%
A549 Adenocarcinoma 0,97 22 h 5000 80-95%
1. Coeficientes de determinación que relacionan unidades relativas de fluorescencia en función de la densidad celular. 
2.  TDP. Tiempo de duplicación poblacional reportado por la ATCC. El TDP para LSPG8G fue calculado a partir de una curva crecimiento  
 realizada durante 7 días. 
3.  Densidad sugerida para realizar ensayos de citotoxicidad en placas de 96 pozos y 48 h de exposición al xenobiótico.  
4.  Porcentajes de confluencia observados en los pozos después de 72 h  de cultivo continuo.
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macos. Bajo nuestras condiciones de ensayo, algunas 
líneas fueron muy sensibles a doxorrubicina (CI50 < 1 
mM), otras mostraron una sensibilidad intermedia fren-
te taxol (CI50 entre 1 y 10 mM) y la mayoría fueron resis-
tentes a 5-fluoracilo y cisplatino (CI50 > 10 mM) (Noro 
et al., 2006; Søndergaard et al., 2010). 
Estas diferencias de sensibilidad y en general la res-
puesta in vitro frente a un fármaco o un xenobiótico, 
puede ser el resultado de una interacción entre dife-
rentes variables, entre estas; las características de la 
línea, el mecanismo de acción del fármaco y las con-
diciones de ensayo. Dentro de las características de 
la línea vale la pena resaltar la influencia que pueden 
tener las alteraciones genéticas o epigenéticas que 
presentan las células, su origen tumoral primario, tipo 
histológico, los tiempos de duplicación poblacional y 
hasta el número de pases en el que se encuentre la 
línea al momento del análisis.
Al comparar los valores de CI50 calculados en este 
trabajo con los publicados en la literatura, se obser-
va que estos valores son más altos para algunas cé-
lulas. También fue evidente que las CI50 difieren entre 
estudios, aunque se utilice la misma línea y el mismo 
fármaco. Al parecer la densidad celular, el tiempo de 
exposición, el vehículo en el que se disuelve el com-
puesto y el ensayo que se use para cuantificar el efecto 
citotóxico (XTT, MTT, Resazurina, [3H] timidina, ensayo 
luminiscencia de ATP) también pueden influir sobre 
la determinación de los valores de CI50 (Zumpe et al., 
2010; Ulukaya et al., 2008). Para el paclitaxel por ejem-
plo, algunas investigaciones muestran que este fárma-
co ejerce su actividad citotóxica sobre las células A549 en 
Figura 2.	Porcentajes de Viabilidad en función del logaritmo de la concentración calculados para células LSPG8G después de 48 
h de exposición a taxol, cisplatino y  doxorrubicina. a. Taxol. b. Cisplatino y c. Doxorrubicina. Las curvas dosis - respuesta de los 
ensayos I, II y III representan experimentos realizados en semanas independientes y cada punto de la curva muestra el promedio 
de tres valores de supervivencia obtenidos para las diferentes concentraciones evaluadas. Las barras de error corresponden al 
error estándar de la media.
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rangos del orden de nanomolar (Buey et al., 2005; Breen 
et al., 2008), otros trabajos reportan CI50 del orden mi-
cromolar (Ulukaya et al., 2008). Por otro lado, Liebmann 
et al., (1993) demuestran que la actividad citotóxica del 
paclitaxel es menor sobre A549 cuando las células son 
tratadas con el compuesto disuelto en Cremophor EL® 
(diluente empleado en la formulación clínica) y mayor 
cuando está disuelto en DMSO; en contraste, Georgiadis 
et al., (1997) demuestran que el vehículo no influye sobre 
la actividad citotóxica del paclitaxel. En nuestro estudio 
se empleó la formulación clínica de paclitaxel (disuelto 
Cremophor EL) y se obtuvieron valores de CI50 del orden 
(mΜ) para todas las líneas celulares.
La respuesta bifásica frente a un fármaco ha sido discu-
tida previamente para varias líneas celulares (Yeung et 
Tabla 3. Dosis génica relativa al control MRC-5 para líneas celulares de cáncer de pulmón.
Líneas 
         Genes 
LSPG8G A549 NCI-H292 NCI-H460 NCI-H520 NCI-H727
PIK3CA 0,40 0,26 0,41 40,08 1,32 1,65
REL 1,59 0,32 0,07 5,82 0,19 0,25
cMYC 146,56 0,59 0,12 1,36 0,14 0,84
MYCN 7,13 0,96 1,28 7,01 3,03 3,68
MYCL 5,52 1,38 1,50 3,11 8,91 3,34
AKT 2,88 0,84 0,07 0,43 0,23 0,24
EGFR 2,09 1,79 0,99 1,26 2,62 2,27
ERBB2 0,83 0,81 0,40 1,02 0,98 1,51
Valores con  2-∆∆Ct mayor  a 2 se consideró como amplificación génica.
Figura 3. Respuesta bifásica de A549 frente a Doxorrubicina. Viabilidad celular evaluada por el ensayo de reducción de resazu-
rina, 48 h después de la exposición a 10 concentraciones diferentes de doxorrubicina. Los resultados son presentados como la 
media de tres experimentos realizados en semanas diferentes  ± el error estándar de la media. 
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al., 1999), sin embargó la tendencia de la curva dosis 
respuesta observada para células A549 tratadas con 
doxorrubicina no se encontró reportada previamente. 
Para el taxol se ha descrito que este comportamiento 
bifásico es un indicativo de que el fármaco puede estar 
ejerciendo su actividad citotóxica por dos mecanismos 
diferentes; apoptosis a bajas concentraciones y necro-
sis a altas concentraciones (Yeung et al., 1999).
La amplificación génica es uno de los cambios genéti-
cos más comunes que ocurre en las neoplasias huma-
nas. En tumores y en líneas celulares se ha detectado 
con frecuencia un aumento en la dosis génica de ge-
nes que codifican para proteínas que participan en la 
inhibición de la apoptosis, favorecen la proliferación 
y/o estimulan el crecimiento celular. También se ha 
descrito que la magnitud del aumento en el número 
de copias puede depender del origen primario (colon, 
seno, pulmón, estomago, etc), del tipo histológico y 
que puede estar correlacionada con la agresividad de 
tumor (Knuutila et al., 1998).
En este estudió las líneas celulares LSPG8G y NCI-
H460, exhibieron el mayor número de genes amplifi-
cados e interesantes cambios en el número de copias 
para los genes cMYC y PIK3CA. Coincidencialmente 
las dos líneas fueron derivadas del mismo tipo histoló-
gico y mostraron los rangos más altos de quimioresis-
tencia, especialmente a doxorubicina. 
El oncogen c-MYC es un miembro de la familia MYC, 
relacionado funcionalmente con la síntesis de ADN 
(Mørkve et al., 1992) y la regulación de la expresión de 
genes involucrados en crecimiento celular (Mitani et 
al., 2001). Se ha visto amplificado en leucemias y linfo-
mas (Mørkve et al., 1992), en cáncer de pulmón de cé-
lula pequeña y carcinoma escamocelular, entre otros 
tumores (Mitani et al., 2001; Carrillo et al., 2009; Alva-
rez et al., 2012). En nuestro estudio este gen se vio cla-
ramente amplificado en las células LSPG8G, una línea 
derivada desde un tumor anaplásico de célula grande, 
un tipo histológico, altamente indiferenciado y extre-
madamente agresivo (Pardo et al., 2009) Los otros dos 
miembros de la familia MYC, los genes MYCL y MYCN 
mostraron un modesto cambio en el número de co-
pias en cuatro de las seis líneas evaluadas. Estos genes 
se ha visto amplificados en neuroblastoma, retinoblas-
toma y también en muestras de cáncer de pulmón (Lu 
et al., 2003; Alvarez et al., 2012).
El gen PIK3CA codifica para una de las subunidades 
de la proteína PI3K y se ha reportado amplificado en 
tumores del tracto urinario, cáncer de ovario, cérvix y 
cabeza y cuello (Frendi et al., 2009). La ganancia en el 
número de copias para este gen, se ha correlacionado 
con aumentos en la expresión de PI3K y respuesta a 
fármacos (Heinonen et al., 2008).
Figura 4. Perfil de sensibilidad de las células LSPG8G, A549, NCI-H520, NCI-H727, NCI-H292 y NCI-H460 tratadas durante 48 h 
con taxol, cisplatino y doxorrubicina.  Los resultados son presentados como la media de tres experimentos realizados en semanas 
diferentes  ± el error estándar de la media.
50 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XV No. 1  Julio 2013  42-51
Referencias bibliográficas
Ari, F., Ikitimur, E., Ulukayama, E. 2010. The ATP Assay, but not the 
MTT assay, Detects Further Cytotoxicity of the Combination 
of Anthracycline-based Therapy with Histone Deacetylase In-
hibitor (Valproic Acid ) in Breast Cancer Cells. Turkish Journal 
of Biochemistry. 35 (4): 293–299.
Albertson, D. 2006. Gene Amplification in Cancer. Trends in Gene-
tics. 22 (8): 447–455.
Álvarez, A., Perdomo, S., Palacios, D., Cariillo, E., Garcia, L., Cama-
cho, F., Ojeda, P., Aristizabal F. 2012. Detection of Gene 
Dosage in Circulating Free Plasma DNA as Biomarker for 
Lung Cancer. Journal of Cancer Therapy.  3: 343–351.
Bellacosa, A., De Feo, D., Godwin, A. K., Bell, D. W., Cheng, J. Q., Al-
tomare, D. A., et al. 1995. Molecular alterations of the AKT2 
oncogene in ovarian and breast carcinomas. International 
Journal of Cancer. 64: 280-285.
Breen, L., Murphy, L., Keenan, J., Clynes, M. 2008. Development of 
Taxane Resistance in a Panel of Human Lung Cancer Cell 
Lines. Toxicology in Vitro. 22:1234–1241. 
Buey, R., Barasoain, I., Jackson, E., Meyer, A., Giannakakou, P., Pat-
erson, I., Mooberry,  S., Andreu, J., Díaz J. 2005. Microtubule 
Interactions with Chemically Diverse Stabilizing Agents: Ther-
modynamics of Binding to the Paclitaxel Site Predicts Cyto-
toxicity. Chemistry & Biology. 12: 1269–1279. 
Cappuzzo, F., Varella-Garcia, M., Shigematsu, H., Domenichini, I., 
Bartolini, S., Ceresoli, G.L. Rossi, E., et al. 2005. Increased 
HER2 Gene Copy Number Is Associated with Response to 
Gefitinib Therapy in Epidermal Growth Factor Receptor-pos-
itive Non-small-cell Lung Cancer Patients.  Journal of Clinical 
Oncology.  23 (22): 5007–5018. 
Carrillo, E., Arias, Y., Perdomo, S., Aristizábal, F., Ojeda, P., Palacios, 
D.M. 2009. Oncogene Amplification as Tumor Marker in a 
Group of Colombian Lung Cancer Patients. Colombia Medi-
ca. 40: 148–157.
Cheng, J., Godwin, A., Bellacosa, A., Taguchi, T., Franke, T., Hamil-
ton, T., Tsichlis P, Testa J. 1992. AKT2, a putative oncogene 
encoding a member of a subfamily of protein-serine/threo-
nine kinases, is amplified in human ovarian carcinomas. Pro-
ceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America. 89: 9267–9271.
Frendi A., Khabir A., Mnejja W., Al E. 2009. PIK3CA amplifica-
tion is predictive of poor prognosis in Tunisian patients 
with nasopharyngeal carcinoma. Cancer Science. 100: 
2034–2039.
Georgiadis, S., Gazdar, F., Russell, K., Johnso, E. 1997. Paclitaxel Cy-
totoxicity Against Human Lung Cancer Cell Lines Increases 
with Prolonged Exposure Durations. Clinical Cancer Re-
search. 3: 449–454.
Gilmore, T., Kalaitzidis, D., Liang, M., Starczynowski, D. 2004. The 
c-Rel Transcription Factor and B-cell Proliferation: a Deal with 
the Devil. Oncogene. 23 (13) : 2275–86. 
Heinonen, H., Nieminen, A., Saarela, M., Kallioniemi, A., Klefström, 
J., Hautaniemi, S., Monni, O. 2008. Deciphering Downstream 
Los genes EGFR y ERBB2 son dos miembros de la familia 
ERBB, que funcionan como receptores transmembrana y 
que junto con sus ligandos participan activamente en la 
estimulación del crecimiento y proliferación celular (Her-
bst et al., 2008). El aumento en el número de copias para 
EGFR ha sido reportado para gliomas, cáncer de seno y 
de vejiga, también hay algunos reportes para cáncer de 
pulmón de célula pequeña (Knuutila et al., 1998). La am-
plificación de EGFR ha sido relacionada con la respuesta 
a erlotinib y gefitinib, debido a que son fármacos que se 
asocian al dominio intracelular de este receptor (Pao et 
al., 2004). En nuestro trabajo este gen se encontró ampli-
ficado en las células NCI-H520, una línea celular derivada 
de un carcinoma escamocelular. Para ERBB2 se ha descri-
to que se encuentra amplificado en cáncer de seno, ova-
rio, estómago y colon (Knuutila et al., 1998), en nuestro 
estudio este gen no se vio amplificado. 
AKT es un gen serina/treonina que funciona como 
efector de la ruta de señalización activada por PIK-
3CA, regula procesos celulares que controlan tamaño, 
crecimiento y proliferación celular y se ha encontrado 
amplificado en cáncer de seno y ovario (Cheng et al., 
1992; Bellacosa et al., 1995). En cuanto a su relación 
con la sensibilidad a fármacos, se ha reportado que lí-
neas celulares de pulmón, ovario y gliomas resistentes 
a cisplatino, activan constitutivamente el gen AKT y su-
gieren que esta activación puede ser un posible meca-
nismo de resistencia a cisplatino (Huang & Hung, 2009). 
En nuestros resultados las células en general muestran 
ser resistentes a cisplatino, sin embargo solo la línea LS-
PG8G muestra un ligero aumento en la dosis génica. 
c-Rel es un importante factor de transcripción de la fa-
milia cRel/NF-kB, participa activamente en la expresión 
de genes involucrados en el desarrollo, proliferación y 
supervivencia de células linfoides (Houldsworth et al., 
1996). El aumento en su dosis génica se ha asociado 
con el desarrollo de linfomas (Gilmore et al., 2004) y 
algunos tumores sólidos (Romieu-Mourez et al., 2003). 
En este trabajo se registró un aumento en el número 
de copias relativas de este gen para la línea NCI-H460, 
sin embargo no se encontraron otros reportes que so-
porten este resultado.
Conclusiones
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que 
la línea NCI-H292 es una de las más sensibles a ta-
xol, cisplatino y doxorrubicina y la líneas LSPG8G y 
NCI-H460 son de las más resistentes, especialmente a 
doxorubicina. Los análisis moleculares sugieren que la 
amplificación génica puede ser una alteración frecuen-
te en células resistentes, sin embargo otros análisis de-
ben realizarse para probar esta hipótesis. 
Amplificación génica y quimiosensibilidad en líneas celulares de cáncer de pulmón 51
Gene Targets of PI3K/mTOR/p70S6K Pathway in Breast Can-
cer. BMC Genomics. 9 : 348. 
Herbst, R., Heymach, J., Lippman. S. 2008. Lung Cancer. The New 
England Journal of Medicine. 359 (13): 1367–80. 
Houldsworth, J., Mathew, S., Rao, P., Dyomina, K., Louie, D., Parsa, 
N., Offit, K., Chaganti, R. 1996. REL Proto-oncogene Is Fre-
quently Amplified in Extranodal Diffuse Large Cell Lympho-
ma. Blood. 87 (1) : 25–29. 
Huang, C., Yang L., Li, Z., Yang. J., Zhao J, Dehui X et al. 2007. Detec-
tion of CCND1 Amplification Using Laser Capture Microdis-
section Coupled with Real-time Polymerase Chain Reaction 
in Human Esophageal Squamous Cell Carcinoma. Cancer 
Genetics Cytogenetics. 175(1):19-25.
Huang, W., Hung M. 2009. Induction of Akt Activity by Chemo-
therapy Confers Acquired Resistance. Journal of the Formosal 
Medical Association. 108 (3): 180–194.
Knuutila, S., Bjorkqvist, A., Autio, K., Tarkkanen, M.,  Wolf, M., 
Monni, O, et al. 1998. DNA Copy Number Amplifications in 
Human Neoplasms. American Journal of Pathology. 152 (5): 
1107-1123.
Liebmann, J., Cook, J., Lipschultz, C., Teague, D., Fisher, J., Mitchell, 
J. 1993. Cytotoxic studies of paclitaxel (Taxol) in human tu-
mour cell lines. British Journal of Cancer.  68(6):1104-1109.
Lu, X., Pearson, A., Lunec. J. 2003. The MYCN Oncoprotein as a 
Drug Development Target. Cancer Letters. 197 : 125–130.
Miller, Y. 2005. Pathogenesis of Lung Cancer: 100 Year Report. 
American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology. 
33 (3): 216–23. 
Mitani, S., Kamata, H., Fujiwara, M., Aoki, N., Tango, T., Fukuchi, K., 
Oka, T. 2001. Analysis of c-MYC DNA Amplification in Non-
small Cell Lung Carcinoma in Comparison with Small Cell 
Lung Carcinoma Using Polymerase Chain Reaction. Clinical 
and Experimental Medicine. 2: 105–111.
Mørkve, O., Halvorsen, O.,  Stangeland, L., Gulsvik, A., Laerum. O. 
1992. Quantitation of Biological Tumor Markers (p53, C-myc, 
Ki-67 and DNA Ploidy) by Multiparameter Flow Cytometry in 
Non-small-cell Lung Cancer. International Journal of Cancer. 
52 (6): 851–855.
Noro, R., Gemma, A., Kosaihira, S., Kokubo, Y., Chen, M., Seike, 
M., Kataoka, K., et al. 2006. Sensitive Lung Cancer Cell Lines 
Show Phosphorylation of Akt Without Ligand Stimulation. 
BMC Cancer. 6 (6): 277. 
O’Brien, J., Wilson, I., Orton, T., Pognan F. 2000. Investigation of 
the Alamar Blue (resazurin) Fluorescent Dye for the Assess-
ment of Mammalian Cell Cytotoxicity. European Journal of 
Biochemistry. 267 (17) : 5421–5426. 
Pao, W., Miller, V., Zakowski, M., Doherty, J., Politi, K., Sarkaria, 
I., Singh, B. et al. 2004. EGF Receptor Gene Mutations Are 
Common in Lung Cancers from ‘Never Smokers’ and Are 
Associated with Sensitivity of Tumors to Gefitinib and Er-
lotinib.  Proceedings of the National Academy of Sciences 
of the United States of America. 101 (36): 13306–13311. 
Pardo, J., Martinez-Peñuela, A., Sola, J., Panizo, A., Gúrpide, A., 
Martinez-Peñuela, J., Lozano, M. 2009. Large Cell Carcinoma 
of the Lung: An Endangered Species? Applied Immunohisto-
chemistry & Molecular Morphology.  17 (5): 383–392. 
Perdomo, S., Morantes, J., Aristizábal, F. 2012. Development and 
Validation of a TaqMan PCR Assay for the Gene Dosage 
Quantification in Cancer. Revista Colombiana De Ciencias 
Químico Farmaceúticas.  42: xx–xx. En prensa.
Prieto, S., Aristizábal, F. 2009. Perfil De Sensibilidad De HEpG2 
Como Modelo Para Evaluación De Actividad Citotóxica de 
Xenobióticos Bioactivados via CYP450.” Vitae. 16 (2): 219–
227.
Romieu-Mourez, R., Kim, D., Shin, S., Demicco, E., Landesman-Bol-
lag, E., Seldin, D., Cardiff,  R., Sonenshein, G. 2003. Mouse 
Mammary Tumor Virus C-rel Transgenic Mice Develop 
Mammary Tumors. Molecular And Cellular Biology. 23 (16): 
5738–5754. 
Santarius, T., Shipley, J., Brewer, D., Stratton, M., Cooper, C. 2010. 
A Census of Amplified and Overexpressed Human Cancer 
Genes. Nature Reviews Cancer. 10: 59–64. 
ŠKarda, J., Hajdúch, M., Vítzslav K., 2008. “Drug Resistance in Lung 
Cancer.” Cancer Therapy.  6: 377–388.
Starczynowski, D., Lockwood, W., Deléhouzée, S., Chari, R., We-
grzyn, J., Fuller, M., Tsao M. et al. 2011. TRAF6 Is an Am-
plified Oncogene Bridging the RAS and NF-κB Pathways in 
Human Lung Cancer. The Journal of Clinical Investigation. 121 
(10): 4095–4105. 
Sumantran, V. 2011. Cellular Chemosensitivity Assays: An Over-
view. En: Cancer Cell Culture Methods in Molecular Biology. 
Portsmouth UK, Humana Press. p. 437. 
Søndergaard, J., Nazarian, R., Wang, Q., Guo, D., Hsueh, T., Mok, 
S., Sazegar, H., et al. 2010. Differential Sensitivity of Mela-
noma Cell Lines with BRAFV600E Mutation to the Specific 
Raf Inhibitor PLX4032. Journal of Translational Medicine. 
8: 39.
Ulukaya, E., Ozdikicioglu, F., Oral, A., Demirci, M. 2008. The MTT 
Assay Yields a Relatively Lower Result of Growth Inhibition 
Than the ATP Assay Depending on the Chemotherapeutic 
Drugs Tested. Toxicology in Vitro. 22 (1): 232–239. 
Yasui, K., Mihara, S., Zhao, C., Okamoto, H., Saito-Ohara, F., Tomida, 
A., Funato, T., Yokomizo, A., Naito, S., Imoto, I., Tsuruo, T., 
Inazawa, J. 2004. Alteration in Copy Numbers of Genes as a 
Mechanism for Acquired Drug Resistance Drug Resistance. 
Cancer Research. 64: 1403–1410. 
Yeung, T., Germond, C., Chen, X., Wang, Z. 1999. The Mode of Ac-
tion of Taxol: Apoptosis at Low Concentration and Necrosis 
at High Concentration. Biochemical and Biophysical Research 
Communications. 263 (2): 398–404. 
Zumpe, C., Bachmann, C., Metzger, A., Wiedemann, N. 2010. Com-
parison of Potency Assays Using Different Read-out Systems 
and Their Suitability for Quality Control. Journal of Immunolo-
gical Methods. 360 (1-2) : 129–140.
Rev. Colomb. Cienc. Quím. Farm., Vol. 41 (1), 81-98, 2012                                             www.farmacia.unal.edu.co
81
Artículo de investigación tecnológica
Development and validation of a TaqMan 
multiplex PCR assay for the Gene Dosage 
Quantification in cancer
Sandra Janneth Perdomo Lara1, 2, Sandra Johanna Morantes1, Fabio A. Aristizábal Gutierrez1* 
1  Grupo Farmacogenética del Cáncer, Departamento de Farmacia, Facultad de Ciencias, 
Universidad Nacional de Colombia, carrera 30 Nº 45-03, Bogotá, D. C., Colombia.
*  Corresponding author, e-mail: faaristizabalg@unal.edu.co.
2  Facultad de Odontología, Unidad de Investigación Básica Oral (UIBO), Universidad el Bosque, 
carrera 7B Bis Nº 132-11, Bogotá, D. C., Colombia.
Recibido para evaluación: 10 de abril de 2012.
Aceptado para publicación: 19 de junio de 2012.
Summary
Gene dosage tests are very important for the molecular diagnosis of diseases caused 
by either deletion or amplification of a specific DNA region containing certain 
genes. Changes in gene copy number may lead to under- or over expression of genes 
responsible for the disease phenotype. Discovering these defects and understanding 
their biological meaning can lead to improved therapeutic opportunities in cancer.
Fluorescent in situ hybridization (FISH) still remains the gold standard method for 
gene dosage analysis. However have several limitations since locus specific probes are 
expensive, the procedure is significantly time-consuming and tandem microduplica-
tions may be undetected as a result of the limited resolution on metaphase spreads. 
Quantitative Real-time PCR is a rapid assay with results available in 24h, has advan-
tages in terms of sensitivity and specificity. In the present study, we have developed 
an assay using TaqManTM multiplex Real-time PCR for gene dosage analysis of onco-
genes EGFR, ERBB2, AKT2, CMYC, MYCN, MYCL1, PI3KCA and REL in 
human cell lines. This method calculates the copy number of each oncogen and is 
a promising alternative technique to FISH and Southern blot. Therefore, this tech-
nique could be considered as a powerful method gene dosage quantitation in clinical 
and research genetic surveys.
Key words: cancer, oncogenes, gene dosage, real time PCR, TaqMan probes.
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Resumen
Desarrollo y validación de PCR múltiplex con sondas TaqMan 
para la cuantificación de la dosis génica en cáncer
La evaluación de la dosis génica constituye una herramienta importante para el diag-
nóstico molecular de enfermedades causadas tanto por la pérdida o amplificación 
de una región específica de ADN. El cambio en el número de copias génicas, puede 
conllevar a la pérdida o sobreexpresión de los genes responsables de fenotipo de la 
enfermedad. El descubrimiento de estas alteraciones y la comprensión de su signifi-
cado biológico pueden conducir al incremento de las oportunidades terapéuticas en 
cáncer. La hibridación fluorescente in situ (FISH) es el método de referencia para el 
análisis de la dosis génica “amplificación”. Sin embargo, presenta algunas limitaciones 
relacionadas con el costo de las sondas locus específicas; el procedimiento es demo-
rado y las microduplicaciones en tándem podrían no ser detectadas como resultado 
de la limitada resolución de las metafases. En este sentido, la PCR cuantitativa es una 
metodología rápida y tiene ventajas en términos de sensibilidad y especificidad. En el 
presente estudio, se estandarizó la PCR multiplex en tiempo real para el análisis de 
la dosis génica de los oncogenes EGFR, ErbB2, AKT2, cMYC, MYCN, MYCL1, 
PI3KCA y REL en líneas celulares tumorales humanas, como una técnica alternativa 
al FISH para evaluar la dosis génica en muestras clínicas de cáncer. 
Palabras clave: cáncer, oncogenes, dosis génica, PCR en tiempo real, sondas 
TaqMan. 
Introduction
In mammals, genetic alteration in gene copy number by amplification or duplication 
has been defined as one of the common mechanisms that lead to deregulation of gene 
expression and to neoplasic transformation (1-3). The number of copies of a gene per 
haploid genome (gene dose) has been analyzed traditionally by techniques such as 
Southern blot or fluorescent in situ hybridization (FISH). However, these techniques 
may not be appropriate when working with small amounts of starting material (i. e., 
paraffin embedded tissues, free plasma DNA) (9, 10). 
The accurate determination of the number of copies of a gene in the genome (gene dos-
age) is essential for a number of genetic analyses. Quantitative real time PCR (qPCR) 
detection has shown advantages over traditional Southern-blot and FISH techniques. 
TaqMan multiplex PCR assay for cancer
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Recently, a real-time PCR assay using a TaqMan probe (a fluorescent DNA probe 
based on the 5’ to 3’ exonuclease activity of the Taq polymerase) has been developed 
for quantitative DNA analysis (6). The oligonucleotide probe, with a reporter fluores-
cent dye attached to its 5' end and a quencher dye attached to its 3’ end, hybridizes to 
the target gene. During PCR amplification, the quencher dye is cleaved by the 5’ nucle-
ase activity of Taq polymerase resulting in the accumulation of reporter fluorescence. 
The release of the fluorescent dye during amplification allows for rapid detection and 
quantification of DNA (14). Compared with other methods the TaqMan real-time 
PCR assay has advantages in terms of sensitivity, rapidity and specificity.
Genetic gains and losses, i. e. changes in gene dosages, are common abnormalities of 
human cancers that regulate the expression of genes and are motive forces for this 
evolution (1). Tumor cells bearing an increasing number of gains and losses succes-
sively emerge and are selected for based on the growth advantage caused by the genetic 
changes. Discovery and functional assessment of gene dosage alterations involved in 
carcinogenesis are therefore essential for understanding the biology of the disease and 
can lead to improved therapeutic opportunities. The purpose of the present work was 
to design qPCR multiplex assay with TaqMan probes detection to determine the gene 
dosage of oncogenes EGFR, ERBB2, AKT2, CMYC, MYCN, MYCL1, PI3KCA and 
REL in tumors human cell lines as molecular markers for cancer. 
Material and methods
Samples and DNA extraction
The gene dosage analysis was performed in cell lines obtained from ATCC (Ameri-
can Type Culture Collection): HEp-2 (human laryngeal carcinoma), PC3 (prostatic 
adenocarcinoma), HepG2 (hepatocellular carcinoma), Hep3B (human hepatoma), 
MCF7 (breast adenocarcinoma), MDA-MB (breast adenocarcinoma), HT29 (col-
orectal adenocarcinoma) and MRC5 (normal Lung Fibroblasts), A549 (Human lung 
adenocarcinoma epithelial cell line), H727 (bronchial carcinoid), H292 (lung, carci-
noma, mucoepidermoid), H520 (lung squamous cancer cell line), H82 (small cell lung 
cancer) and the cell line SPG2 from a Colombian patient with large cell anaplastic carci-
noma. The cells were grown in culture medium supplemented to reach confluence. The 
DNA of the cell lines were obtained by enzymatic digestion with proteinase K (2 mg/
ml), extracted with phenol-chloroform isoamyl alcohol and ethanol precipitation. We 
assessed the quality of the extracted DNA by conventional PCR to amplify a 171 bp 
segment of the B-actin (ACTB) gene and agarose gel electrophoresis.
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TaqMan multiplex PCR assay for Gene Dosage Quantification 
The number of gene copies in each sample was evaluated by real-time multiplex PCR 
using Taqman probes. For this, two PCR mixes were performed to amplify 1. EGFR, 
ERBB2, AKT2; 2. MYC, MYCN, MYCL1 y 3. PI3KCA, REL and ACTB genes.
The gene dosage of each oncogene was determined, utilizing the gene ACTB as refer-
ence, with the double-delta CT relative quantification (2-ΔΔCT) method (6) in duplicate 
assays, using the kit TaqMan® Fast Universal PCR Master Mix in the Applied Biosystem 
7500 instrument. The calculations were made according to manufacturer’s specifica-
tions.
It was confirmed earlier that the efficiencies of the amplifications for each gene were 
similar, using the method published by Kenneth et al. (19).
The reactions were made in a final volume of 25 l, containing: 1x Master mix, 0.04 M 
of each primer and 0.375 M of each probe. The PCR program used was: 95°C x 10 min, 
50 cycles (95°C x 15 sec, 61°C x 1 min). Table 1 shows the sequence of primers and probes 
used. A 2-CT value greater than 2 was considered gene amplification. The change in target 
gene copy number was calculated for each gene and sample using the double delta formula 
(2-ΔΔCt), where CT = (Cttarget – Ct-ACTB) CANCER – (Cttarget – Ct-ACTB) NORMAL. A > 2 2-ΔΔCt 
value was considered a significant gene dose increase (6). The change in gene dosage in 
the cancer cell lines was compared with the gene dosage of normal lung fibroblasts cell 
line (MRC5).
To the left of each probe is mentioned the fluorochrome that was used as the “quencher” 
and the reporter on the right side.
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Results and discussion
In the present work we have described a Taqman multiplex PCR assay for the quantita-
tive analysis of the gene amplification phenomenon in cancer that allows both highly 
sensitive quantitative measurement of the relative number of oncogene copies in can-
cer cell lines.
First, we demonstrated the feasibility of applying the Taqman multiplex assay by opti-
mizing the gene dosage assays. For this, validation experiments were performed to 
determine the amplification efficiencies of primers and probes of oncogenes reported in 
the Cancer genome project database: EGFR, ERBB2, AKT2, MYC, MYCN, MYCL1, 
PI3KCA and REL with DNA serial dilutions within multiplex PCR. The efficiency 
values were measured using the CT slope method; this method involves generating a 
dilution series of the target template and determining the CT value for each dilution. 
A plot of CT versus log DNA concentration was constructed for each gene in the mul-
tiplex PCR. Efficiency calculation from the slopes of the calibration curve according to 
the equation E = 10 [–1/slope] (15, 16, 17). The slopes of the trend lines were (-3.386), 
(-3.234), (-3.161), (-3,252) for ACTB, MYCN, MYC and MYCL1 genes respectively, 
(Figure 1); (-3.207), (-3,396), (-3.39), (-3.286) for ERBB2, AKT2, EGFR and ACTB 
respectively (Figure 2) , and (-3.266), (-3,162), (-3.293) for ACTB, PI3KCA and REL 
genes respectively (Figure 3).
Simultaneous quantitative real-time PCR was run for the target genes and A. ACTB 
(reference). using various amounts of template DNA per reaction. CT values were 
determined and plotted against log input DNA for both genes. The resulting best fit 
line equations were: y = -3.386x + 36.87, -3.234x + 42.71, -3.161x + 42.94 and y = 
-3.252x + 41.49 for genes, respectively. Best fit line slopes were approximately equal 
with high linear correlation (R2 = 0.983 and 0.984, 0.999 and 0.986). The amplifica-
tion efficiency of the Taqman assays was 2.04, 1.97, 2.03 y 2.07 respectively.
Simultaneous quantitative real-time PCR was run for the target genes and ACTB (ref-
erence) using various amounts of template DNA per reaction. CT values were deter-
mined and plotted against log input DNA for both genes. The resulting best fit line 
equations were: y = -3.207x + 42.61, -3.396x + 38.8, -3.390x + 40.89 and y = -3.286x 
+ 42.95 for the genes, respectively. Best fit line slopes were approximately equal with 
high linear correlation (R2 = 0.998 and 0.986, 0.995 and 0.974). The amplification 
efficiency of the Taqman assays was 2.05, 1.96, 1.97 and 2.01 respectively.
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Figure 1. Validation of real-time PCR assays for analysis of B. MYCN, C. MYC y D. MYCL1 gene 
dosage. 
Simultaneous quantitative real-time PCR was run for the target genes and ACTB 
(reference) using various amounts of template DNA per reaction. CT values were 
determined and plotted against log input DNA for genes. The resulting best fit line 
equations were: y = -3.366x + 43.31, -3.162x + 40.08 and -3.293x + 38.83 and for 
genes, respectively. Best fit line slopes were approximately equal with high linear corre-
lation (R2 = 0.97 and 1, and 0,985). The amplification efficiency of the Taqman assays 
was 1.9, 2.07 and 2.01 respectively.
The reliability of the PCR reaction efficiencies was also assessed by plotting ΔCT val-
ues (Ct target - Ct ACTB) against the amount of input DNA in log scale. Through 
a wide range of template DNA input (6-100 ng), the absolute value of the trend line 
slopes for all genes were ≤ 0.1, which indicated the validity of the relative quantitative 
assay by ΔΔCT method.
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Figure 2. Validation of real-time PCR assays for analysis of A. EBB2, B. AKT2, C. EGFR y D. 
ACTB gene dosage.
We assessed the relative numbers of oncogenes copies gene copy number in relation 
to the copy number of a reference gene B-actin which is assumed to be 1 per haploid 
genome (Multiplex TaqMan assay, relative quantification). Genomic DNA was used 
to adapt and validate the multiplex PCR to measure the relative number of EGFR, 
ERBB2, AKT2, MYC, MYCN, MYCL1, PI3KCA and REL copy number in the 
panel of cancer cell lines.
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Change in PI3KCA gene dosage was observed in 76.9% of cell lines, AKT2 and REL 
in 46.15%; ERBB2 in 23%; MYC, MYCN, MYCL1 and EGFR in 7.69%. With this 
method the cells exhibited a gene dosage of REL from 2 to 13 times; ERBB2 gene from 
2 to 9 times; MYC from 2 to 6 times; MYCN gene dose from 2 to 14; MYCL1 from 2 
to 73617,5; EGFR from 2 to 21 and AKT2 from 2 to 992 (Fig. 4-5, Table 2-3).
Figure 3. Validation of real-time PCR assays for analysis of A. ACTB, B. PI3K y C. REL gene do-
sage.
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Figure 4. Gene dosage (fold change) of oncogenes in cancer cell lines A. PI3KCA and REL B. MYC, 
MYCN and MYCL1 C. AKT2, EGFR and ERBB2. 
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Figure 5. Gene dosage (fold change) of oncogenes in lung cancer cell lines. A. PI3KCA and REL B. 
MYC, MYCN and MYCL1 C. AKT2, EGFR and ERBB2.
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Table 2. Relative number of oncogene copies in cancer cell lines, as measured with the Taqman 
multiplex PCR assay.
Relative copy number of oncogenes in cancer cell lines
Oncogen / Cancer 
Subtype
HEP2 PC3 HEPG2 HEP3B MCF7 MDAMB HT29
LC PAD HC HP BC BAD CAD
PI3KCA 13.2 7.3 17.7 12.4 14.4 9.8 0.8
REL 1.8 1.2 1.9 0.5 2.1 0.2 2
c-MYC 0 0.5 6.6 0.8 0.7 0 0
MYCN 1.2 0.3 1.2 0.2 1.2 0.15 0.6
MYCL1 0.1 0 0.1 0 0.4 0 0.1
HER2/neu 9.2 0.1 0.2 1 0.2 1 0.1
AKT2 2.4 5.8 8.7 4.8 0.4 1.2 0.1
EGFR 0 0 0 0 0 1 0
Table 3. Relative number of oncogene copies in Lung cancer cell lines, as measured with the Taqman 
multiplex PCR assay.
Oncogen / 
Lung cancer 
Subtype
Relative copy number of oncogenes in lung cancer cell lines
A549 H727 H292 H520 H82 SPG2
AD BC MC SQ SCLC LCC
PI3KCA 7.4 4.8 13.5 1.4 0.3 283.3
REL 1.3 13.7 3.6 7.8 2.6 0.02
MYC 0.2 0 1 1 0 0
MYCN 0.1 0.8 0.3 0.1 0.3 14.2
MYCL1 0.3 0 0.2 0 0 73617.5
HER2/neu 0.1 1.5 4 2.2 1.2 0
AKT2 1.0 4.8 0 26.4 29.8 992.6
EGFR 0.4 0.1 0.4 1.5 0 20.9
During carcinogenesis, genetic and epigenetic alterations drive the evolution of tu-
mor towards increased malignancy and treatment resistance. The changes enable tumor 
cells to overcome microenvironmental constraints, sustain proliferation, and invade 
adjacent tissues and distinct organs (13). Gene dosage alterations like gains and losses 
regulate the expression of genes and are motive forces for this evolution (8, 14). Tumor 
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cells bearing an increasing number of gains and losses successively emerge and are se-
lected for based on the growth advantage caused by the genetic changes. Discovery and 
functional assessment of gene dosage alterations involved in carcinogenesis are there-
fore essential for understanding the biology of the disease. 
The AKT2 gene is a serine/threonine kinase key intermediate of signaling pathways 
that regulate cellular processes controlling cell size/growth, proliferation, survival, glu-
cose metabolism, genome stability, and neo-vascularization (2). The gene was shown 
to be amplified and overexpressed in 2 of 8 ovarian carcinoma cell lines and 2 of 15 
primary ovarian tumors (8), and breast carcinomas (3). Overexpression contributes to 
the malignant phenotype of a subset of human pancreatic ductal cancers. In this study, the 
Hep2 cell lines showed an increase in AKT2 gene copy to 2,4; PC3 cell line of 5,8; 
HepG2 cell line of 8,7; Hep3B of 4,8: H727 4,8; H520 of 26,4; H82 of 29,8; and 
SPG2 cell line 992,6 (Table 2 and 3).
The PI3K/Akt signaling network is crucial to widely divergent physiological processes 
that include cell cycle progression, differentiation, transcription, translation and apop-
tosis (4, 12). It has been reported that the activated PI3K/Akt pathway provides major 
survival signals to prostate and many other cancer cells (7). Inhibition of Akt activity 
stimulates apoptosis in a wide range of mammalian cells (24). Therefore, the PI3K/
Akt pathway is an attractive target for the development of of novel therapeutic strate-
gies in patients with various tumor types. In this study, PI3KCA gene gain copies in 
the cell lines HEP2 (13,2), PC3 (7,3), HEPG2 (17,7), HEP3B (12,4), MCF7 (14,4), 
MDAMB (9,8), A549 (7,4), H727 (4,8), H292 (13,5) and SPG2 (283,3).
While REL has mostly been implicated in lymphoid tumors, a small scale of human 
non-small cell lung carcinomas (NSCLC) revealed elevated REL expression (25). 
Thus, the association of c-rel with human cancers may not be limited to lymphoid cells 
and a comprehensive analysis of c-rel in solid tumors may be particularly informative. 
Rel was amplified in the cell line of breast cancer MCF7 (2,1) and the lung cancer cell 
lines H727 (13,7), H292 (3,6), H520 (7,8) and H82 (2,16). 
EGFR is a 170 kDa receptor tyrosine kinase (RTK) belonging to the ErbB receptor 
family. Upon EGF binding, EGFR dimerizes and activates downstream intracellular 
signal cascades, including Ras / Raf, JAK-STAT and phosphatidyl inositol 3-kinase 
(PIK3CA) / Akt; this results in the modulation of genes involved in cell prolifera-
tion, metastasis, angiogenesis and inhibition of apoptosis (11, 27). Several groups have 
reported that high polysomies and EGFR gene amplification predict favorable treat-
ment response to TKI correlating with increased survival rate. EGFR gene amplifica-
tion leads to protein over-expression and has been correlated with poor prognosis (28). 
In this study only the cell line obtained from a Colombian lung cancer patient, SPG2, 
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showed amplification of EGFR gene with 20.9 copies. EGFR gene copy number is a 
parameter frequently considered to personalize the treatment because it is frequently 
determined of the efficacy of some drugs used in chemotherapy (29). 
The HER2/neu protooncogene is located on the long arm of chromosome 17 (17q21), 
encoding for a transmembranal glycoprotein (p185neu) with intrinsic tyrosine kinase 
activity and marked sequence homology with the epidermal growth factor receptor 
(EGFR). Dimerization of HER2/neu with an activated EGFR molecule leads to the 
activation of a signal transduction cascade with subsequent increase in cell prolifera-
tion, angiogenesis, and metastatic potential, as well as a decrease in apoptosis. Ampli-
fication and/or over-expression of this gene has been reported in numerous cancers, 
including breast and ovarian tumors. In this study amplification of Her2/neu gene was 
observed in the cell lines HEP2 (9.2 copies), H292 (4 copies) and H520 cell line with 
2.2 copies. The cell lines from breast carcinoma MCF7 and MDAMB were no ampli-
fied in this study as reported by (17).
The human MYC family of proto-oncogenes is among the most studied genes in can-
cer (31). Amplification of MYCN has emerged as among the clearest genetic indica-
tors of high-risk, aggressive disease (5, 33). MYC family members (c-MYC, MYC and 
MYCL1) show differential expression in normal tissues. Amplification of the proto-
oncogene MYCN occurs in ~25% of tumors and is the best characterized genetic-risk 
factor for high-risk chemotherapy-refractory disease (32, 33, and 34). In this study 
the gene dosage of c–MYC gene occurred in the hepatocellular carcinoma cell line 
HEPG2 with 6.6 copies, as reported in the literature the expression of the proto-onco-
gene c-myc has been implicated in liver regeneration and hepatocarcinogenesis and the 
amplification is an indicator of malignant potential and poor prognosis in hepatocel-
lular carcinoma (18).
The MYCN and MYCL1 genes were amplified in the Colombian patients cell line 
SPG2 with 14, 2 and 73617,5 copies respectively. MYCN was originally identified 
by oncogene expression profiling of human neuroblastoma cells (36). These surveys 
quickly established that, with few exceptions, cultured neuroblastoma cell lines carry 
the gene MYCN in amplified form. At the same time, neuroblastoma tumors were also 
found to carry amplified MYCN. The initial surveys suggested that MYCN amplifica-
tion was specific for neuroblastoma. It turned out later that MYCN amplification can 
be seen in small cell lung cancer, retinoblastoma, malignant gliomas, and peripheral 
neuroectodermal tumors, although at a much lower incidence. As a common feature, 
all these tumors have neural qualities. Amplification values usually range between 50- 
and 100-fold, although much higher values have been reported in some cases. There is 
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little data about c-myc DNA amplification in histological types of lung cancer other 
than small cell carcinoma. 
This method calculates the copy number of each oncogen and is a promising alterna-
tive technique to FISH and Southern blot. Therefore, this technique should be con-
sidered as a powerful method gene dosage quantitation in clinical and research genetic 
surveys.
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Abstract 
Introduction In this study we report on the establishment, purification and characterization of a new cell line 
derived from an undifferentiated large cell lung carcinoma. 
Methods Cell line was established from a lymph node metastasis using the mechanical disruption method. In 
order to confirm its primary pulmonary origin and to explore its main features, we analyzed its morphology, 
growth kinetics, immunophenotype, karyotype and copy number variations of genes frequently altered in 
NSCLC and other solid tumors. 
Results The cell line was named LSPG8G, grew as an adherent monolayer, and had a polygonal - epithelioid 
appearance under phase-contrast microscopy. Its doubling time during exponential growth was approximately 
48h in RPMI-1640 medium with 10% fetal bovine serum. Using immunocytochemistry, we demonstrated that 
LSPG8G cells express TTF-1, Ki67, CK7, calretinin, and vimentin; however the markers of neuroendocrine 
differentiation (Synaptophysin, Chromogranin A, Neuron Specific Enolase) and the markers p63, CK20, CEA 
and BCL-2 were absent. Cytogenetic analysis revealed various numerical and structural chromosomal 
abnormalities previously reported in lung cancer. Analysis by conventional PCR demonstrated that cells is 
free of Mycoplasma and by real time PCR we established that cMYC gene was amplified in three different 
passages of the cell line.  
Conclusion The results suggest that the LSPG8G cell line could be a valuable in vitro model for studies of the 
molecular and cell biology of large cell lung carcinoma.  
 
Keywords: Cell line; Lung cancer; Large Cell Carcinoma; Immunocytochemistry, Gene amplification. 
Resumen 
Introducción En este trabajo se reportan los resultados del establecimiento, purificación y caracterización de 
una nueva línea celular derivada desde un carcinoma de pulmón de célula grande pobremente diferenciado. 
Métodos La línea celular fue derivada desde una metástasis a nódulo linfoide empleando el método disrupción 
mecánica. Para confirmar su origen tumoral pulmonar primario y explorar sus principales características, se 
analizó su morfología, cinética de crecimiento, inmunofenotipo y variaciones en el número de copias para 
genes frecuentemente alterados en NSCLC y otros tumores sólidos.  
Resultados La línea celular fue llamada LSPG8G, creció como una monocapa adherente y mostró una 
morfología poligonal – epiteliode bajo el microscopio de contraste de fases. El tiempo de duplicación 
poblacional calculado en su fase exponencial de crecimiento y usando medio RPMI-1640 con 10 % SFB fue 
de alrededor de 48h. Por imunocitoquímica se demostró que las células expresan TTF-1, Ki67, CK7, 
calretinina y vimentina, sin embrago los marcadores de diferenciación neuroendocrina (Sinaptofisina, 
Cromogranina A y Enolasa Neuro-Específica) y los marcadores p63, CK20, CEA y BCL-2 no se detectaron. 
El análisis citogenético reveló numerosas anormalidades numéricas y estructurales que previamente han sido 
reportadas para cáncer de pulmón. Por análisis de PCR convencional se demostró que la línea está libre de 
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micoplasma y por análisis de PCR en tiempo real se estableció que el gen cMyc se encuentra amplificado en 
tres pases diferentes de la línea celular. 
Conclusión: Los resultados sugieren que la línea LSPG8G podría ser un valioso modelo in vitro para estudios 
de biología celular y molecular del cáncer de pulmón de célula grande.  
Introduction 
Lung cancer has been the leading cause of cancer-related morbidity and mortality worldwide 1. It is estimated 
that more than 1 million people die with it annually and approximately 1.4 million are diagnosed, 12% of 
which are new cases 2. Lung cancer is generally classified into two major categories: Small Cell Lung Cancer 
(SCLC) and Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC). NSCLC represents about 80% of cases and includes 
Squamous Cell Carcinoma (SCC), adenocarcinoma, Large Cell Cancer (LCC), and other less frequent 
subtypes 3. LCC is a poorly differentiated variant of NSCLC that lacks typical cytological and architectural 
features that permit ready assignment to one of the more usual and better-differentiated forms of lung     
cancer 4.These tumors are extremely aggressive, comprise approximately 9% of primary lung malignancies, 
and include several subtypes grouped according to their histology and immunohistochemical properties. The 
most common subtype corresponds to classic LCC and the other less frequent ones include lymphoepithelial, 
clear-cell, rhabdoid, basaloid and large-cell neuroendocrine carcinoma 3–5.  
 
The genetic and molecular bases of LCC and other pulmonary tumors have been investigated employing 
diverse approaches; the three main ones are fresh tumor tissue, animal models, and cell lines 6, the latter being 
the most used, due to their large number, variety, and their widespread availability. To date, a collection of 
more than 200 lung cancer cell lines is available in cell repositories 7, established from different clinical 
samples (tumor tissue, pleural and pericardial effusions, and metastatic lymph nodes) and several histological 
types, including mostly adenocarcinomas and small cell cancers. A lesser number includes cell line 
derivatives from squamous cell cancer, carcinoid tumor,  mucoepidermoid carcinoma, and large cell 
carcinoma 8. 
 
In general, the establishment of proliferative and pure cultures from any of these histological types or clinical 
samples requires appropriate growth factors and a selective medium that promotes the growth of neoplastic 
cells and inhibits the proliferation of contaminant cells such as endothelial cells, fibroblasts and normal 
equivalents to neoplastic cells 9. HITES and ACL-4 media are examples of selective media used successfully 
to isolate “pure” tumor cell populations and to promote its growing in vitro. An important number of lung 
cancer cell lines have been isolated and propagated in vitro using these media 7.  
 
Once the cell lines have been isolated or purified from a tumor is necessary its characterization. This 
characterization usually include assay to identify origin, authenticity and purity of culture. DNA 
fingerprinting, immunophenotyping, karyotyping, and isoenzyme analysis are assays conventionally 
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employed for this propose. Other analyses recommended to characterize a new cell line include assays to 
detect mycoplasma and other contaminants, studies of cell morphology, growth kinetics, population doubling 
time, as well as the determination of propagation, subculture, and cryopreservation conditions.  
 
In this paper, we report on the establishment, purification and characterization of a new cell line derived from 
an undifferentiated large cell lung carcinoma. Characterization studies focused on the determination of cell 
line origin and exploration of the main features of cells. Finally, the results suggest that this new cell line 
could be a valuable in vitro model for studies of large cell lung carcinoma. 
  
Material and Methods 
The procedures used for the establishment and characterization of the LSPG8G cell line are briefly 
summarized in Figure 1 and detailed below. 
Tumor origin  
Cell line was established from a surgical specimen obtained from a 60 year old Colombian male patient with a 
history of smoking at least 30 pack-years (one pack per day for 30 years), with hemoptysis and diagnosed 
with undifferentiated large cell lung carcinoma.   
Histopathologic Examination of Tumor 
Tumor was fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin. Histological slides were stained with 
hematoxylin and eosin (H&E) and observed with an optical Nikon E600 microscope.  
Processing and propagation 
The surgical specimen (lymph node metastasis) was transported to the laboratory under sterile conditions, 
using a falcon tube with cold culture medium without sodium bicarbonate and with antibiotics (gentamycin 50 
g/mL and amphotericin B 2,5 g/mL). Then, it was aseptically removed from the tube, placed in a sterile 
petri dish, and disintegrated mechanically. In order to prevent cell damage caused by mechanical treatment, 
the tissue was cleaned and disintegrated in medium supplemented with bovine serum albumin (BSA, 10 
mg/mL). The cell suspension obtained was propagated at 37ºC, 5% CO2, 95% air, and 100% relative 
humidity, in T-75 culture flasks, using RPMI-1640 medium containing 5% fetal bovine serum (FBS) 
(Gibco®) supplemented with hydrocortisone (100nM), epidermal growth factor (10nM), triiodothyronine 
(1nM), L-glutamine (2mM) all of them from Sigma®; gentamycin (50 g/mL) and ITS 1x (insulin, transferrin, 
sodium selenite, and ethanolamine) from Gibco®. The cultures were maintained with these supplements for 
ten months, and gradually the concentrations were decreased to obtain a culture growing in medium RPMI-
1640 supplement with 10% FBS 10,11  
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Isolation and purification of the cell line 
In the early stages, there was an evident mixture of various types of cells in the culture. However, after 
several weeks of continuous culture, fibroblasts were the dominant cells. In order to reduce this population 
and to promote the growth of neoplastic cells present in the culture two procedures were used:  selective 
detachment of fibroblasts using short pulses of Trypsin-EDTA (0.025% -0.03%) and subculture of free-
floating cells in the medium 10, 11. 
Testing for Mycoplasma 
To discard mycoplasma contamination, the supernatants of cultures in different passages were analyzed by 
conventional PCR. The primers and PCR conditions employed for this analysis were previously reported by 
Wong-Lee and Lovett 12. 
Growth Kinetics and Population Doubling Time 
Cell line growth kinetics was evaluated in passage 20 of the culture using the resazurin reduction test with 
modifications 13–16. Briefly, cells in exponential growth were trypsinized, counted, and seeded in seven 96-
well plates at a density of 1.5 x 103 cells/well. The plates were incubated overnight to allow cell attachment, 
then the medium was replaced by a solution of resazurin 44 M and, 4 hours later, the basal fluorescence 
produced by the viable cells was measured in a Tecan Genius fluorometer (λex 530 nm, λem 590). Resazurin 
solution (reduced) was aspirated and replaced by 200 uL of fresh medium and plates were placed in the 
incubator until the next reading. The kinetics of cell proliferation and the changes in the fluorescence were 
monitored during seven days, reading one plate per day. Changes in relative fluorescence units (RFUs) were 
normalized against basal fluorescence. Each experiment was performed in eight replicates and repeated in 
three independent weeks. Population doubling time was calculated using the algorithm provided by 
http://www.doubling-time.com which is extensively used in others studies 17-19. 
Immunohistochemistry 
Sections from paraffin-embedded tissue blocks from the lymph node metastasis were incubated in an oven at 
60°C for 12 h. These were then deparaffinized and hydrated under standard conditions. To expose masked 
epitopes, the sections (4 m) were incubated in citrate buffer (10mM , pH 6.0) for 40 min in a water bath at 
95°C, and then kept at room temperature for 30 min, followed by a PBS wash for 2 min. The activity of 
endogenous peroxidase was blocked with 3% hydrogen peroxide in methanol and non-specific antibody 
binding was blocked by incubating slides with Powerblock Universal Blocking Reagent (HK085-5K; 
BioGenex®) for 1 hour at room temperature. After this time, the sections were incubated for 60 min at room 
temperature with primary antibody directed against CK7 (MU255UC;1:40; BioGenex®), CK20 (MU315UC; 
1:40; BioGenex®), and TTF-1 (NCL-TTF-1; 1:200; Novocastra®). All the antibodies were detected using 
Super Sensitive Kit (QD-430-XAKE -BioGenex®), which is based on streptavidin-biotin-horseradish 
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peroxidase complex formation, according to the manufacturer’s instructions. Diaminobenzidine (DAB) was 
used as a chromogene. The slides were counterstained with hematoxylin after DAB staining. The intensity of 
immunostaining was divided into four categories: negative, weak, moderate, and intense.   
Immunocytochemistry  
Immunocytochemistry was performed using the panel of specific antibodies listed in Table 1. Cells were 
plated on four-well chamber slides (Lab-tek II, Nalgen-Nunc®, Naperville, IL, USA) and grown to 
subconfluence (≈ 80%). Cells were washed with phosphate buffered saline (PBS) and fixed with 4% 
paraformaldehyde for 10 min at room temperature (RT). After washing, the cells were permeabilized with 
0,1% Triton X-100 and blocked with 3% hydrogen peroxide and Powerblock Universal Blocking Reagent. 
The slides were incubated with primary antibodies for 60 minutes at room temperature; all antibodies were 
detected using Super Sensitive KitTM with Diaminobenzidine (DAB) as chromogene. Finally, slides were 
counterstained with hematoxylin. The intensity of staining was assessed as described earlier in the 
immunohistochemistry analysis.  An analysis with periodic acid-Schiff (PAS) was also performed on cell line 
preparations. 
Cytogenetic analysis 
For this analysis, subconfluent cells (≈50%) from monolayer cultures were incubated overnight at 37°C in the 
presence of Colchicine HPLC Sigma® (0.01 g/mL).  The monolayer was trypsinized, washed, and 
resuspended in 10 ml of 0.075M KCl solution at 37°C for 2 hours. After fixing with a mixture of methanol 
and glacial acetic acid (3:1, v/v), cell suspensions were spread onto clean slides. G - banding was performed 
using Wright’s eosin methylene blue solution (Merck®) in Sorensen’s buffer, after denaturation with 0.025N 
HCl solution 20. A total of 53 metaphases were analyzed to characterize the karyotype of cells at passage 10 
and 35 of the culture.  
Analysis of Gene Amplification with Real-Time PCR 
We determined the amplification status of the genes PI3KCA, REL, MYC, MYCN, MYC-L, AKT2, EGFR 
and HER-2 for the LSPG8G cell line at passages 7 and 40. All analyses were performed using TaqMan® 
probe-based chemistry in multiplex PCR reactions. The reactions were done in a final volume of 25 μL, 
containing: 1 × Master Mix, 0.04 μM of each primer and 0.375 μM of each probe. The PCR was run in the 
ABI PRISM 7500 instrument using the following amplification program: one cycle of 10 min at 95°C, 
followed by 40 cycles of 15 s at 95°C and 1 min at 61°C. The gene dosage of each oncogene was determined 
by comparative threshold (delta-delta Ct) method (2-ΔΔCt). A value 2-ΔΔCt > 2 was considered as amplification 
of gene target 21. ACTB was used as a reference gene and MRC- 5 cell line (normal lung fibroblasts) as 
calibrator. The sequence of the probes and primers employed here were developed and validated in other 
studies 22, 23. We finally compare the results obtained at passage 7, 26 and 40. The results at passage 26 were 
described in a previous report 24 
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Results 
Histopathologic Examination of Tumor 
Histological slides showed lung tissue involved by a malignant epithelial neoplasm constituted by large, 
pleomorphic and atypical cells with abundant eosinophil cytoplasm. Some cells exhibit a vacuolated 
cytoplasm, hyperchromatic nucleus, prominent nucleoli and occasional atypical mitosis. Necrotic areas with 
some ‘ghost’tumoral cells were also apparent. We did not find features of neuroendocrine differentiation (e.g. 
organoid nesting, trabeculae, rosettelike structures, and peripheral palisading) or glandular differentiation in 
this tumor. We observed fibrosis, anthracotic pigmentation and inflammation in nontumor-adjacent tissue (Fig 
2).  
The histopathological examination of lymph node showed the presence of tumor cells with similar 
characteristics observed in the lung tissue. This finding suggested a metastasis from lung tumor, which was 
confirmed by a profile TTF-1+/ CK7+/ CK20- (Fig 3). 
Isolation and purification  
A new cell line was isolated, purified, and characterized from an undifferentiated large cell lung tumor. It was 
named LSPG8G, grew as an adherent monolayer, and exhibited a polygonal, epithelioid morphology (Fig 4 
a,c). In early passages, the cells grew in a selective medium but after passage 25, the cells adapted to grow in 
RPMI-1640 10% FBS. The line was maintained in continuous culture for at least 70 passages and analysis 
with conventional PCR indicated that the cells were free of mycoplasma contamination. A parallel stock of 
LSPG8G cells was in stored in liquid nitrogen, and the cells cryopreserved in 90% FBS and 10% DMSO were 
recovered successfully. Fibroblasts from the tumor were also purified and cultured for several weeks; they 
were used for other analyses in the laboratory (Fig 4b).  
Growth Kinetics and Population Doubling Time 
The population doubling time calculated for the LSPG8G cells (passage 20) was 47.9 ± 5.23 hours. It is worth 
noting that we have previously reported this result 24. Figure 5 shows the cell growth curve constructed by 
plotting the average fluorescence obtained from each well in function of the incubation time in days.  
Immunophenotype LSPG8G Cells 
The immunoprofile results for the LSPG8G cell line are listed in Table 2. As demonstrated in Figure 6, most 
cells were positive with high intensity for TTF-1, Ki67, CK7, calretinin, and vimentin. A lower expression 
was detected for c-Kit, a high molecular weight cytokeratin, S100, EMA, EGFR, and HER-2. The cells did 
not express the markers of neuroendocrine differentiation, synaptophysin, chromogranin A and Neuron 
Specific Enolase. With this last result and with the findings in the histopathological examination of tumor, we 
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rule out a possible neuroendocrine origin for LSPG8G cells. Periodic acid-Schiff staining and proteins p63, 
CK20, CEA and BCL-2 were also negative in these cells.  
Cytogenetic analysis 
Cytogenetic analysis performed on the LSPG8G cells at passage 10 revealed both numerical and structural 
abnormalities. The analysis of 53 metaphases showed 68% of hyperdiploid cells, with cases  where 
chromosome number varied in a near pentaploid or hexaploid ranges (31%). A number extra of chromosomes 
1,3,6,7,9,11,18,19, and Y was visible in some metaphases. The most frequent chromosomal rearrangements 
observed were: del(3)(p21); der(4)t(4;16)(q?1;q11)t(14;16)(q24;q24); add(5)(p15) and del(7)(p?15). Other 
abnormalities included alterations in chromosomes 2, 7, and 12; isochromosomes, isodicentric chromosomes, 
breaks and radial chromosomes (Fig 7). The same chromosomal rearrangements were observed at passage 35 
of the culture. 
Analysis of Genetic Amplification by Real-Time PCR 
DNA collected from different passages of the LSPG8G culture was analyzed by real-time PCR to detect the 
amplification status of the genes frequently altered in NSCLC and other solid tumors. We reported that the 
relative copy number for PI3KCA, REL, EGFR, ERBB2 and AKT2 genes was < 2 in the samples analyzed. 
In contrast, the MYC family of oncogenes were amplified in the LSPG8G cell line. We observed an increase 
in the copy number for cMYC in the three passages of LSPG8G cells (Fig 8). MYCL and MYCN genes were 
amplified only in the passage 26, with 5 and 7 copies respectively 24. 
Discussion 
Over the last 30 years, a number of specific cell lines have been derived and characterized from different 
clinical samples from patients with large cell lung cancer 25-27. Some have been used exclusively in the 
laboratory where they were established and others are available in cells repositories such as the American 
Type Culture Collection (ATCC), the European Collection of Cell Cultures (ECACC), the German Collection 
of Microorganisms and Cell Culture (DMSZ), and the Japanese Collection of Research Resources (JCRR). 
Despite this, several aspects support the need to establish new cell lines of LCC. First, only nine lines (NCI-
H460, NCI-H661, NCI-H158, COR-L23, COR-L26, LCLC-103H, LCLC-97TM, LU99B and LU99C) are 
currently available to researchers, a number limited when compared to what is available for other histological 
types. Additionally, the majority have been derived from Caucasian or Asian patients, which restricts the 
study of the pathogenic mechanism of LCC in other ethnic groups. Finally, there is ample evidence 
supporting the fact that many of these cell lines may spontaneously change during prolonged passage in vitro 
and lose characteristics of their tumor of origin 28. Taking into account these considerations, the current study 
shows the results of establishment and characterization of a new cell line derived from a Colombian patient 
with large cell lung carcinoma. 
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LCC is an undifferentiated malignant epithelial tumor, strongly associated with tobacco smoke exposure, and 
is diagnosed after the features of squamous, glandular, or neuroendocrine differentiation have been discarded. 
The cells in this tumor tend to grow rapidly and spread (metastasize) early, are large, with high 
nuclear/cytoplasmic (N/C) ratios and large nuclei, with prominent or multiple nucleoli 4. In our study, the 
neoplastic cells from lung and lymph node retained the same morphological characteristics reported for 
classic LCC.  
	
When cells from lymph node were propagated in vitro, they grew as a heterogeneous population, however 
after several weeks	 the	 culture	 progressed toward a more uniform population of cells, with polygonal 
morphology typical of epithelial cells, large nuclei, and multiple nucleoli (3-4 per cells). This population 
initially grew in colonies surrounded by fibroblasts (Fig 4a), a classical arrangement found in these types of 
cell cultures 10,11. Fibroblast contamination was progressively eliminated by subculture of free-floating cells 
and differential trypsinization 11. Finally tumor cells were isolated and routinely cultured in medium RPMI-
1640 10% FBS. Under these conditions, LSPG8G cell line grew successfully and had a population doubling 
time of 48h. Results of a previous study demonstrate that changes in the concentration and brand of FBS 
reduce the growth rate of this cell line 16. On the other hand, when we supplemented the medium with L- 
glutamine, ITS, triiodothyronine, epidermal growth factor, and hydrocortisone cells divided faster (data not 
shown). Despite this observation, cells were adapted to grow only in RPMI-1640 10% FBS, in order to reduce 
costs of culture, to make maintenance over long periods easier. Tumor cells from lung tissue were also 
propagated in vitro; however these cells did not grow in these conditions of culture 
 
To characterize the origin of this new cell line, we analyzed its immunophenotype and karyotype. The 
immunohistochemistry analysis showed that only a small percentage of cells were positive for TTF-1 and 
CK7 in tissue, however these markers were clearly expressed for most cells cultured in vitro. These results 
suggest that the LSPG8G cell line was probably isolated from a minority subclone present in the metastatic 
tumor.  
Thyroid transcription factor-1 (TTF-1) is a tissue-specific transcription factor that mediates cell determination 
and differentiation in the lung, thyroid, and brain . Its expression has been detected in normal and tumor 
tissue. In normal tissue, TTF-1 is expressed selectively in epithelial cells of the thyroid, clara cells, and type II 
pneumocytes. In lung tumors, TTF-1 is expressed in 71–76% of adenocarcinomas, 81–92% of small cell 
carcinomas, and 0% to 40% of LCC 30.  
In practical applications, TTF-1 is used in combination with others markers to confirm primary pulmonary 
origin and for histopathologic classification of lung tumors. For instance, a TTF-1+/CK7+/CK20– panel is used 
to differentiate between primary and metastatic carcinoma 31 and a TTF-1/p63 panel is used for distinguishing 
poorly differentiated squamous cell carcinoma of lung (TTF-1–/p63+) from small cell carcinoma of lung 
(TTF-1+/p63–). In our study, both the tumor and cell line were TTF-1+/ CK7+/CK20–, which confirmed that 
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LSPG8G cells were derived from a primary pulmonary tumor. Additionally, p63 is a protein especially 
expressed at high level in the nuclei of squamous carcinoma cells 4,29. In the panel TTF-1/p63, p63 was 
negative in LSPG8G cells, suggesting that a new cell line was purified from a subclone without features of 
squamous cellular differentiation. 
Besides positive immunoreactivity against TTF-1 and CK7, LSPG8G cells also expressed Ki67, calretinin, 
and vimentin. Ki67 is a marker associated with cell proliferation and its expression is detected throughout the 
cell cycle (G1, S, G2, and M) but absent in G0. This marker has been used to evaluate tumor growth fraction in 
a number of malignancies including LCC 32. In this work, the detection of Ki67 in LSPG8G cells was 
associated with its undifferentiated state 33 and its high proliferation index in vitro. Calretinin is normally 
expressed in the cytoplasm and nuclei of mesothelial cells, mast cells, adipocytes, and certain neural cells 34,35. 
In tumors, its expression has been mainly found in malignant mesotheliomas. Interestingly, we reported a 
positive staining in nuclei and cytoplasm for calretinin in LSPG8G cells. This immunoreactivity has 
previously been documented for LCC 35 but not for cell lines derived from this histological type. On the other 
hand, the results of an analysis performed in colon cancer cell lines suggested that calretinin expression could 
be correlated with loss of differentiation and maintenance of an undifferentiated state 36. This could possibly 
be the case in the LSPG8G cells. Co-expression of cytokeratin and vimentin has also been identified in human 
pulmonary carcinoma, metastatic carcinoma, and tumor cells growing in vitro 37, in agreement with the 
features and profile detected for LSPG8G cells. These cells were negative by periodic acid-Schiff staining and 
for Carcinoembryonic antigen (CEA), two markers amply used for identifying adenocarcinoma (CEA with 
88% sensitivity and 100% specificity); our analysis did not detect the markers of neuroendocrine 
differentiation which could be linked to the origin of the tumor. In general, the immunoreactivity to some 
markers was similar to those reported for classical LCC, however we observed certain differences that could 
be explained by the heterogeneity that accompanies lung tumors. 
The results obtained from cytogenetic analysis also support the pulmonary origin of the LSPG8G cell line. 
The chromosomal rearrangements observed in the line have previously been reported in primary lung tumors 
and lung cancer cell lines 38-41.  
 
The stability of the cell line in culture was also examined with studies of gene dosage for PI3KCA, REL, 
cMYC, MYCN, MYC-L, AKT2, EGFR and HER-2 in different passages of the culture. The results show that 
PI3KCA, REL, AKT2, EGFR and HER-2 genes remain stable and/or without significant increases in copy 
number through every passage. In contrast, the MYC family genes (cMYC, MYCL, MYCN) were more 
unstable, with increases in copy number and important differences in the gene dosage, especially for cMYC. 
Results of cMYC amplification in lung are controversial; some reports suggest that cMYC is amplified in cell 
lines derived from small cell lung cancers 27 but not in cell lines derived from adenocarcinoma, squamous cell 
carcinoma 42 or large cell carcinoma 23, 24. In contrast, other studies report cMYC amplification in NSCLC and 
large cell carcinoma 43 and suggested that cMYC amplification could be present in metastatic lung cancer 44.  
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We didn't explore the chemosensitivity of LSPG8G cells to anticancer drug in this work, however, previous 
studies in our laboratory have demonstrated that LSPG8G cells compared to other lung cancer cell lines is 
resistant to doxorubicin (CI50 111,3 ± 3,58 )24.  
 
In conclusion, the results of our analysis indicate that the LSPG8G cell line grew as an adherent monolayer, 
expressed markers of epithelial differentiation, had an increase in the copy numbers for MYC family of 
oncogenes and showed various numerical and structural chromosomal abnormalities common in lung cancer. 
With these results, we suggest that the LSPG8G cell line could be a valuable in vitro model for studies of the 
molecular and cell biology of large cell lung carcinoma.  
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Table 1. Primary antibodies used for the immunocitochemical analysis 
 
Antibody  Ref  Clonality Source Dilution  
CD117 / c-kit  RPD63-05  Polyclonal DBS 1:100  
CKHMW  M0630  Monoclonal Dako 1:60  
Cytokeratin  7  MU255UC  Monoclonal BioGenex 1:40  
Cytokeratin  20  MU315UC  Monoclonal BioGenex 1:40  
Calretinin  180291  Polyclonal Zymed  1:50  
BCL-2  NCL-BCL2  Monoclonal Novocastra  1:80  
 S-100  NCL-LS100p  Polyclonal Novocastra  1:200  
EMA  MU057-UC  Monoclonal BioGenex  1:100  
CEA  NCL-L-CEA-2  Monoclonal Novocastra  1:80  
HER-2  NCL-L-CBE,356  Monoclonal Novocastra  prediluted  
p63  NCL-P63  Monoclonal Novocastra  1:50  
Chromogranin A  NCL-CHROM-430  Monoclonal Novocastra  1:200  
Neuron Specific Enolase  NCL-NSE-435  Monoclonal Novocastra  1:400  
Synaptophysin  NCL-L-SYNAP 299  Monoclonal Novocastra  1:200  
Vimentin  MU074-UC  Monoclonal BioGenex  1:200  
EGFR  k1492  Monoclonal Dako  prediluted  
TTF1  NCL-TTF-1  Monoclonal Novocastra  1:200  
Ki67  180227  Monoclonal Zymed  1:200  
Abbreviations: CKHMW, High Molecular Weight Cytokeratin; EMA, epithelial membrane antigen; CEA, 
Carcinoembryonic antigen; NSE, Neuron Specific Enolase TTF-1, thyroid transcription factor-1 
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Table 2. Immunophenotype of LSPG8G cells 
 
Marker  Immunoreactivity  Expression  % of Cells  
CD117 / c-kit  Weak Cytoplasm/Membrane 90%  
CKHMW  Weak Cytoplasm 80%  
CK7  Moderate/Intense Cytoplasm >90%  
CK20  Negative Cytoplasm N/A  
Calretinin  Moderate/Intense Nuclei /Cytoplasm >90%  
BCL-2  Negative Cytoplasm N/A  
 S-100  Weak Nuclei /Cytoplasm 80%  
EMA  Weak /Moderate Cytoplasm 90%  
CEA  Negative Cytoplasm N/A  
HER-2  Weak Membrane 90%  
p63  Negative Nuclei N/A  
Chromogranin A  Negative Cytoplasm N/A  
NSE  Negative Cytoplasm N/A  
Synaptophysin  Negative Cytoplasm N/A  
Vimentin  Intense Cytoplasm 50%  
EGFR  Weak Cytoplasm 90%  
TTF1  Intense Nuclei 100%  
Ki67  Intense Nuclei 100%  
Abbreviations: CKHMW, High Molecular Weight Cytokeratin; CK7, Cytokeratin  7; CK20, Cytokeratin  20; 
EMA, epithelial membrane antigen; CEA, Carcinoembryonic antigen; NSE, Neuron Specific Enolase TTF-1, 
thyroid transcription factor-1 
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FIGURES 
Fig 1 Flow diagram of procedures employed for the establishment and characterization of the LSPG8G cell 
line.  
Fig 2 Fig 2 Hematoxylin-eosin slides of tumor tissue. (a) Micrograph of lung with a classical large cell 
undifferentiated Carcinoma (4x). (b) Histological features of tumor (40x). (c) Micrograph necrotic areas with 
some ‘ghost’ tumoral cells (20x). (d) Micrograph of other non-tumor tissue (10x). 
Fig 3 Immunostaining of lymph node. (a) Positive staining for CK-7 (20x) (b) Negative staining for CK20 
(20x) (c) Positive staining for TTF-1, 20x  
Fig 4 Isolation and purification of LSPG8G cells. (a) Culture in early passages, arrow indicates the tumor 
cells surrounded by fibroblasts (40x) (b) Fibroblasts isolated from culture (100x) used for other analysis in 
our laboratory (c) Morphological characteristics of LSPG8G cell line purified from the tumor at passage 32 
and grown in RPMI-1640 10% FBS (100x) 
Fig 5 Growth Curve of the LSPG8G cell line in RPMI-1640 medium with 10% FBS at passage 20. The 
kinetics of cell proliferation of cells seeded 1.5 x 103 cells/well was measured by the resazurin reduction test 
every 24 h during seven days. Changes in the relative fluorescence units (RFUs) measured from viable cells 
were plotted as a function of incubation time (days) and population doubling time calculated from the 
equation of the graph (47.9 ± 5.23 hours). Each point represents the mean of three independent experiments 
and error bars reflect the standard error of the means (SEM)  
Fig 6 Immunocitochemecal analysis of LSPG8G cell line. (a) Negative control (20x) (b) Positive staining for 
TTF-1 (20x) (c) Positive staining for Ki67 (20x) (d) Positive staining for calretinin (20x) (d) Positive staining 
for calretinin (20x) (e) Positive staining for EGFR (20x) (f) Positive staining for vimentin (20x). 
Fig 7 Cytogenetic alterations in LSPG8G cells detected by karyotyping (G-banding). (a) Chromosomal 
rearrangements most frequently observed. Arrow indicates abnormal chromosome and its possible 
composition from normal chromosome (b) Other chromosomal rearrangements less frequently observed (c) 
Isochromosomes and isodicentric chromosomes (d) Arrows indicate breaks and radial chromosomes  
Fig 8 Analysis of cMyc amplification in LSPG8G cells in different passages. The fold change in gene dosage 
for cMyc was calculated using comparative method 2-ΔΔCt . ACTB was used as reference gene and MRC-5 
cell line as calibrator 
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